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1 Introduction générale

La schizophrénie, maladie psychiatrique chronique, touche 1% de la population
mondiale. C’est un syndrome physiopathologique plurifactoriel complexe, débutant souvent a
'adolescence ou chez le jeune adulte. La maladie, d’origine neurodéveloppementale, se
caractérise par I'expression, chez le patient, de différents troubles comportementaux, dits
positifs (hallucination, agressivité, hyperréactivité au stress...), négatifs (retrait social,
apathie, émoussement affectif...) et cognitifs (troubles de la mémoire de travail, contextuelle
et déficience de 'apprentissage cognitif...). Si la composante génétique de la schizophrénie
est clairement établie, les hypothéses les plus récentes impliquent un grand nombre de
génes dans la cause génétique de la schizophrénie et donc I'expression de symptémes tres
variée selon le gene muté (mutation tres pénétrante d’un gene donné). On peut ainsi parler
« des schizophrénies » plutét que de la schizophrénie. Malgré cette diversité d'origines, tant
au niveau comportemental qu’anatomique ou biologique, on observe (quelque soit le géne
muté) une convergence des altérations avec des consensus qui émergent. Par exemple, de
maniére consensuelle une dérégulation de la neurotransmission glutamatergique et
dopaminergique est observée chez les patients schizophrénes. De la méme maniére, au
niveau anatomique, les données récentes rapportent trés souvent une réduction du volume
cérébral et un élargissement des ventricules latéraux. Cette réduction du volume cérébral
semble étre associée a une altération du neuropil (prolongements neuronaux) et de la

substance blanche.

Au cours de la derniére décennie, plusieurs modéles animaux « génétiques », utiles
pour I'étude de la schizophrénie, ont été générés (mutation d’'un gene de susceptibilité pour
la schizophrénie). Ces modeles animaux récapitulent certains troubles comportementaux,
anatomiques ou neurochimiques, observés dans la schizophrénie, avec des spécificités
reliées au géne muté. L'utilisation de tels modéles animaux a permis de réaliser des
avancées trés importantes dans les connaissances des bases cellulaires et moléculaires

neurodéveloppementales a I'origine de la schizophrénie.

C’est dans ce contexte que se situent mes travaux. A partir d’'un modéle animal
(mutation du géne Map6 ; souris STOP KO ; S™) qui récapitule certains symptdmes de la
schizophrénie et plus particulierement une diminution du volume cérébral, jai tenté de
déterminer les relations entre la diminution du volume cérébral et la biologie cellulaire des
neurones in situ puis tenté de comprendre les événements cellulaires et moléculaires a

I'origine de cette diminution de volume.
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Mon laboratoire de thése travaille sur la physiopathologie du cytosquelette et
notamment sur les protéines associées aux microtubules, les protéines STOP (Stable
Tubulin Only Polypeptide). Les protéines STOP sont principalement exprimées dans les
neurones, I'isoforme neuronale adulte étant enrichie au niveau des microtubules axonaux et
dendritiques stables. In vitro, les protéines STOP sont capables de stabiliser les
microtubules exposés au froid ou a des agents dépolymérisants (nocodazole...). Les
protéines STOP sont également capables de lier I'actine et aprés lipidation d’interagir avec
des membranes comme celles de I'appareil de Golgi ou celles des vésicules golgiennes
neuronales. Des animaux déficients pour le géne STOP (aussi appelé Map6) ont été
produites, souris STOP KO (S™).

Hormis un manque de stabilité au froid des microtubules, aucun phénotype
morphologique apparent n’a, au préalable, été caractérisé dans le cerveau des souris S™".
Par contre, ces souris présentent de nombreuses anomalies comportementales apparentées
a la schizophrénie (troubles positifs, négatifs et cognitifs) liées a des dysfonctionnements de
la transmission neuronale et de la plasticité synaptique. Les neuroleptiques et
antipsychotiques utilisés comme traitement dans la schizophrénie atténuent les
dysfonctionnements synaptiques et comportementaux des souris. Ce modéle animal exprime
donc un large panel de troubles anatomiques, fonctionnels et comportementaux associés a

la schizophrénie.

Plus récemment, une étude anatomique détaillée du cerveau des souris STOP KO a
été entreprise en utilisant des souris homogénes génétiquement (fond génétique hybride
homogene : C57BI6/129SvPas 50%/50%). Ces souris présentent trées peu de variabilité
anatomique interne et permettent de clairement identifier des différences anatomiques
reliées au génotype (sauvage vs STOP KO). En utilisant ces souris, une diminution du
volume cérébral chez les souris S™ de 15% a été observée ainsi qu'un élargissement des
ventricules latéraux (notamment en utilisant l'imagerie anatomique par résonance
magnétique). Ces données sont en cohérence avec les données obtenues chez les patients
schizophrénes et I'étude des causes cellulaires et moléculaires de cette réduction de volume
cérébral dans le modéle animal S’ devrait permettre de proposer des hypothéses

mécanistiques pour la mise en place des défauts anatomiques observés chez 'homme.

Un des axes de ma thése a été d’appréhender l'origine de la diminution du volume
cérébral des souris S”. Afin de savoir si un compartiment cellulaire cérébral était
spécifiquement altéré, nous avons étudié et comparé, par Western blot quantitatif, la quantité

d’'un large panel de marqueurs protéiques spécifiques de compartiments cellulaires

13



cérébraux (nucléaires, gliaux, neuronaux, myéliniques, neuritiques et synaptiques) a partir
d’homogénats de cerveaux de souris S** et S”". Nous avons ainsi démontré que la réduction
de volume cérébral chez les souris S” ne s’accompagnait pas d’une perte cellulaire massive,
et plus particulierement de neurones, mais était associée a une forte diminution des

compartiments myéliniques, axonaux et synaptiques.

Ces résultats nous ont poussés a analyser, ensuite, chez les souris S™, I'intégrité des
tracts myélinisés du systéme limbique qui est particulierement affecté chez les
schizophrénes. Ainsi, grace a des techniques d’histologie et de morphométrie, nous avons
montré que le diameétre de certains tracts du systéme limbique (corps calleux, cingulum,
faisceau mamillo-thalamique) était fortement réduite chez les souris S™. L’observation
majeure de cette étude a été la mise en évidence, chez les souris S™, de 'absence de la
partie post-commissurale du fornix, faisceau principalement constitué des efférences de
I’hippocampe qui projettent dans les corps mamillaires. De plus, I'utilisation d’'une technique
de tracgage lipidique du fornix par le Dil a pu confirmer la disparition brutale de la partie post-
commissurale du fornix chez les souris S™. Des études récentes par RMN convergent pour
indiquer que le fornix est fortement altéré chez les patients schizophrénes.

Afin de mieux comprendre la disparition brutale du fornix, nous avons développé des
techniques de tracage lentiviral stéréotaxique pour pouvoir analyser l'aspect et le
cheminement des fibres du fornix chez les souris S”". L’infection lentivirale de GFP nous a
permis de mieux caractériser cette zone de rupture et de montrer la dispersion et la
désorganisation des axones du fornix au niveau post-commissural chez les souris S”". Nous
avons pu aussi mettre en évidence que seulement un nombre trés restreint d’axones du
fornix connectent les corps mamillaires chez les souris S™. Cette observation a été confirmée
par l'implantation de Dil au niveau des corps mamillaires, zone de projection du fornix. Les
résultats de cette premiére partie nous ont permis de montrer clairement que le cerveau des

souris S™* souffrait d’un déficit axonal majeur et de troubles de la connectivité neuronale.

Par ailleurs, notre laboratoire a montré une altération du réseau sérotoninergique chez
les souris S”. Le nombre de projections sérotoninergiques visualisées par le transporteur de
la sérotonine SERT chute de fagon spectaculaire dans plusieurs zones du cerveau, dont
I'hippocampe et la zone sous ventriculaire. Dans ce contexte, nous avons voulu savoir si la

neurogenése adulte pouvait étre altérée dans les souris S™".

En effet, la neurogenése hippocampale adulte est déficiente aussi bien chez les
malades dépressifs que schizophrénes. Les antidépresseurs de la famille des inhibiteurs de
la recapture de la sérotonine stimulent fortement la neurogenése adulte hippocampale. De
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plus, le processus de neurogenése adulte est directement régulé par l'activité synaptique
des neurones environnants et semble aussi jouer un rbéle dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation hippocampal-dépendant, eux aussi altérés dans la
schizophrénie et chez la souris S™. Nous avons alors analysé les différentes étapes du
processus et ce, dans les deux zones du cerveau créant de nouveaux neurones a I'dge

adulte : la zone sous ventriculaire/bulbe olfactif ainsi que 'hippocampe.

Par, ailleurs, la neurogenése adulte est la continuité des processus de la neurogenése
neurodéveloppementale. Par conséquent, les étapes cellulaires aboutissant a la naissance
de neurones chez l'adulte semblent équivalentes a celles durant la neurogenése
neurodéveloppementale. Ce processus chez I'adulte peut étre aussi un outil permettant
d’analyser les étapes de différenciation et de maturation neuronale in vivo. La souris S™
souffrant d'anomalies de la connectivité neuronale et plus particulierement présentant un
déficit axonal, I'analyse des différentes étapes de maturation neuronale a travers le
processus de neurogenése adulte représente alors une alternative préliminaire moins lourde

a l'utilisation d’'embryons de souris.

Ainsi, nous avons tout d’abord analysé et comparé chez les souris sauvages et S™, la
cytogenése et la survie des neurones néoformés dans les deux zones germinatives du
cerveau. Le marquage par la BrdU (immunohistochimie) des cellules néosynthétisées et la
technique de marquage des neurones néoformés par la BrdU long terme, nous a permis de
conclure que chez la souris S™, la neurogenése hippocampale était spécifiquement et
progressivement altérée. Grace a des immunofluorescences directes de la R-galactosidase
(géne rapporteur sous linfluence du promoteur de STOP dans les souris S”) et des
marqueurs spécifiques des types cellulaires impliqués dans la neurogenése adulte, nous
avons pu montrer une forte association entre I'expression de la protéine STOP et I'altération
des étapes de différenciation morphologique des neurones immatures néoformés dans
'hippocampe. L'absence de défauts de la neurogenése sous ventriculaire, qui elle, est
dépourvue de protéine STOP, renforce I'’hypothése du rdle direct de la protéine STOP dans

les processus de maturation des neurones en grain du gyrus denté.

L’analyse du nombre de neuroblastes et neurones immatures du gyrus denté, par
immunohistochimie nous a permis de montrer que ce pool de cellules était réduit de 40%
chez les souris S™. Nous avons ainsi démontré une altération progressive du processus de
neurogenése adulte chez la souris S™ aboutissant a une diminution massive de 55% du
nombre de neurones néoformés. Sachant que la protéine STOP apparait dans les neurones
en cours de maturation, I'effet cumulatif suggére un rdle intrinseque des protéines STOP
dans la différenciation des neurones des cellules en grain du gyrus denté de I'hippocampe.
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L’analyse morphologique de I'arborisation dendritique des neurones du gyrus denté en cours
de maturation nous a permis de mettre en évidence une morphologie dendritique des
neurones immatures des souris S trés différente de celle des souris S**. En effet, il
semblerait que les neurones immatures des souris S’ aient un dendrite primaire plus long et

+/+

un arbre dendritique plus branché que les neurones de souris S™".

Nous avons alors, dans un deuxiéme temps, focalisé notre étude sur les différentes
étapes de différenciation et maturation morphologique des neurones néoformés du gyrus
denté, en développant des techniques de tragage rétroviral, infectant spécifiquement les
cellules souches neurales du gyrus denté. Aprés 4 semaines d’infection nous avons analysé
le nombre de neurones néoformés (GFP positifs) immatures (DCX positif) et matures (NeuN
positif). Les résultats préliminaires indiquent une réduction du nombre de neurones
immatures chez les souris S suggérant une maturation prématurée des neurones

néoformés du gyrus denté.

Les travaux d’analyse de la cytogenése et la neurogenése long terme du bulbe olfactif
et du gyrus denté de 'hippocampe, ainsi que I'analyse du systéme sérotoninergique chez les
souris S” ont été soumis & publication dans la revue scientifique Journal of Neurochemistry :
« The deletion of the microtubule-associated STOP protein affects the serotonergic mouse
brain network V Fournet*, M Jany*, V Fabre, F Chali, D Orsal, A Schweitzer, A Andrieux. F
Messanvi, B Giros, M Hamon, L Lanfumey, JC Deloulme and MP Martres.* Equal contribution

(voir annexe 2).

Cette étude a donc permis de conforter le statut de modele animal de schizophrénie
des souris S™ en mettant en évidence dans un modéle murin, un phénotype cellulaire majeur
retrouvé aussi chez les patients schizophrénes humains. Dans ce contexte, il apparait que la
souris S™ est un bon modéle expérimental pour déterminer d’une part, les bases cellulaires
de la perte de masse cérébrale et de la neurogenése adulte associées aux symptémes
schizophréniques et d’autre part, pour mieux appréhender le réle des protéines STOP dans

I’établissement des connectivités neuronales.
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2 Rappels bibliographiques

2.1 La schizophrénie, un ensemble de pathologies

211 Caractérisation psychiatrique des schizophrénies

2.1.1.1 Présentation épidémiologique

'Schizophrénie' provient du grec « oxiCeiv » ("schizein") signifiant fractionnement et «
@prv » ("phrén") désignant I'esprit. Cette « coupure de I'esprit » caractérise plus une perte
de contact avec la réalité plutét qu'une « double personnalité ». Le terme schizophrénie est
associé a la plus commune des psychoses et touche 1% de la population mondiale. La
caractérisation clinique de la psychiatrie ayant évolué durant ces derniéres années, il ne faut
plus parler, désormais, de la schizophrénie, mais des schizophrénies. Ces pathologies sont
les plus difficiles a diagnostiquer (Eaton et al., 2007) du fait de la multitude d’associations de
critéres comportementaux qui peuvent leur étre associées. De nos jours, I'absence de
marqueurs pathogénomiques empéche toujours la mise en place d’un profil diagnostic stable
et surtout précoce.

Le début de la maladie reste difficile a définir a cause des nombreux types de
manifestation (premiers troubles psychiques, premiers symptomes positifs, premiére
hospitalisation...), mais apparait le plus souvent chez le jeune adulte. Les communautés
scientifiques et médicales s’accordent a définir le début de la maladie comme I'apparition
des symptdmes psychotiques marqués nécessitant une hospitalisation (critéres de type A du
DSM-IV-TR : Diagnostic and Statistical Manual of mental disorders - IV*™ édition- Texte
Révisé). La survenue des troubles est décalée entre les deux sexes : la schizophrénie
débute entre 15 et 24 ans chez 'homme et 25 et 34 ans chez la femme (Jablensky, 2000).

2.1.1.2 Découverte et caractérisation de la schizophrénie

Ce n'est quau milieu du 19°™ siécle que la schizophrénie fut reconnue en tant que
pathologie unitaire : Griesinger, un psychiatre allemand avait décrit certains états schizoides
actuels comme une aggravation d'un trouble psychotique chronique. Heiker (1871) et
Kahlbaum (1874) décrivirent ensuite 'hébéphrénie et la catatonie (deux symptdémes de nos
jours reconnus comme étant rattachés a la schizophrénie) comme des états distinctifs de la
détérioration mentale (démence). A partir de cette époque et jusqu’au milieu du 20°™ siécle,
les limites de la caractérisation clinique de la schizophrénie ont été longuement débattues
entre 3 grands psychiatres : Kraeplin, Bleuler et Schneider. La conceptualisation actuelle de

17



cette pathologie dérive en majeure partie de leurs travaux et repose sur des critéres
descriptifs objectifs et rigoureux :

- La chronicité de Kraeplin : apparition d’'une partie des symptdmes aux alentours de
'adolescence qui s’accentuera sans rémission et qui sera agrémentée par d’autres

symptdmes plus tardifs suivant eux, un décours temporel rémission/rechute progressif.

- Les symptomes négatifs de Bleuler : relachement des associations cognitives,
autisme, perturbations affectives et ambivalence

- Les 11 symptomes positifs de Schneider: (voir DSM-IV-TR et paragraphe

suivant).

Ces symptdmes psychotiques doivent étre présents au minimum un mois et ne doivent
ni étre associés a des troubles de I'humeur, ni & de la toxicomanie ou bien des pathologies

cérébrales pouvant mimer certains troubles psychotiques (tumeur).

A ce jour et compte tenu des connaissances accumulées, il est probable que la
schizophrénie soit la conséquence de I'association de processus physiopathologiques
perturbant le développement cérébral et de l'intervention de facteurs étiologiques (Tandon et
al., 2008).

2.1.1.3 Une symptomatologie comportementale complexe

o Diversité des troubles comportementaux

Il existe 3 dimensions de troubles dans la schizophrénie : cognitifs désorganisés,
positifs et négatifs. Ces symptdmes peuvent étre présents de fagon isolée ou associée. Une
évolution de plus de six mois de la symptomatologie permet de proposer un diagnostic qui
nécessite au paravant, I'élimination d’'une pathologie cérébrale annexe pouvant produire le
méme type de trouble. Nous allons décrire brievement ces différents types selon le DSM-1V-
TR.

Troubles cognitifs désorganisés

Les troubles cognitifs sont souvent les premiers symptdmes qui apparaissent chez
lindividu schizophréne, entrainant des difficultés de socialisation. lls persisteront plus

longtemps que les symptomes aigus.

* Troubles de la mémoire épisodique et de travail. La mémoire autobiographique en est
affectée et la mémoire de travail fonctionne plus difficilement : il oublie plusieurs moments de
son histoire personnelle. Il est incapable d'effectuer plusieurs tdches en méme temps en se

souvenant du niveau de progression de chacune d’elles.
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* Troubles des fonctions exécutives. Le schizophréne a de la difficulté a conceptualiser
les gestes nécessaires a la réalisation d’'une tache, a anticiper les conséquences. Il manque
de planification et d’'organisation dans les séquences d’actions nécessaires a la réalisation
d'un but et manque également de flexibilité, de discernement, de vérification et

d’autocritique.

Symptémes positifs

lls sont dits 'aigus' et se manifestent habituellement entre 17 et 23 ans chez les
hommes et 21 et 27 ans chez les femmes. lIs sont dits « positifs » car ils représentent une

rupture avec 'état antérieur.

* Hallucinations : elles sont le plus souvent auditives, mais parfois aussi olfactives ou

tactiles et plus rarement visuelles.

* Délires : ce sont des erreurs de jugement logique : paranoia, persécutions, intuitions,
mégalomanie, un morcellement corporel, accompagnés le plus souvent par un discours

désorganisé tant dans I'élocution que la langue (mots incompréhensibles ou inventés).

* Syndrome d’automatisme mental associant un écho de la pensée, des pensées

imposées ou un vol de la pensée (syndrome de l'influence).

* un comportement de catatonie : conservation des attitudes, négativisme, mutisme,

posture de repli.

Symptémes négqatifs

lls sont dits "déficitaires" et s’apparentent a un manque ou une absence de

comportements spontanés, attendus.
* Isolement, retrait social qui amene l'individu a se couper progressivement de la réalité

* Difficulté de conversation (Alogie) : le schizophréne ne trouvant plus ses mots, donne
des réponses bréves et évasives et ne réussit plus a communiquer ses idées ou ses

émotions.

* Apathie, perte d’énergie. Ce trouble peut conduire au manque exagéré d’hygiene, de
condition vestimentaire en public, une perte de I'initiative (apragmatisme) et de 'achévement
des taches journaliéres, et de l'attention souvent interprétés par I'entourage comme un

manque de volonté et de la paresse.

* L’émoussement affectif et 'athymormie : Peu a peu le schizophréne perd la capacité
de ressentir les émotions et I'expression faciale qui en découle : le visage du schizophréne
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devient inexpressif, ses inflexions vocales diminuent, ses mouvements sont moins

spontanés, ses gestes, moins démonstratifs.

e Evolution temporelle des troubles comportementaux

La schizophrénie suit une trajectoire séquentielle qui peut étre caractérisée par 4
différentes phases évolutives (Tandon et al., 2009) :

La phase prémorbide (0 a 15 ans)

Dans son enfance, le schizophréne présente un tableau clinique normal, malgré

quelques légeres perturbations motrices sociales et/ou cognitives subtiles et non spécifiques.

La phase promorbide (15 a 20 ans)

L’adolescent présente les premiers signes précurseurs de la maladie : comportements

étranges, déclin cognitif, et expression des premiers symptdmes négatifs a minima.

La phase symptomatique (20 a 50 ans)

Cette phase débute par l'apparition du premier épisode psychotique (symptdémes
positifs ; notamment hallucination) qui nécessitera une premiére hospitalisation. Cette phase
suggeére I'entrée dans la schizophrénie. L'individu va osciller entre phases de rémission et de

rechute, sans retrouver son comportement antérieur.

La phase de rémission

Amélioration des symptdmes positifs, la plupart du temps en faveur d’'une prise en
charge clinique. Il peut s’agir d’'une rémission compléte ou d’'une rémission avec persistance

de symptémes résiduels.

2.1.1.4 Définition clinique en relation avec les autres pathologies

psychiatriques

Les formes cliniques de la schizophrénie (schizophrénie paranoide, schizophrénie
désorganisée ou hébéphrénique, schizophrénie catatonique, schizophrénie indifférenciée et
schizophrénie résiduelle) sont nombreuses et font preuve d'une grande hétérogénéité tant au
niveau symptomatique qu'au niveau de leur sensibilité aux traitements. Selon le DMS-IV-TR
il est possible qu'un patient puisse osciller entre différentes formes de schizophrénie au
cours de l'évolution de sa maladie, ce qui fait d'elle une maladie trés compliquée a
diagnostiquer (selon I'adge auquel le patient développe la maladie) mais aussi a traiter et a
stabiliser (selon la variabilité temporelle des différentes formes qu'il présentera tout au long
de sa maladie).
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Il est important de noter que les différents types de troubles (dimensions) décrites dans
la schizophrénie peuvent se retrouver dans d'autres pathologies psychiatriques (figure 1). La
psychiatrie est en train de mettre a jour ses critéres de caractérisation des pathologies s'y
rapportant en jouant sur une approche dimensionnelle plutét que catégorielle comme elle le
faisait auparavant (schizophrénie, dépression...). Ainsi la psychiatrie va permettre la
description du patient en termes de pourcentage et de sévérité d'une ou plusieurs
dimensions au sein de chaque pathologie psychiatrique. De maniére intéressante, les trois
dimensions majeures présentes dans la schizophrénie (positive, négative, désorganisée) se
retrouvent également chez des sujets présentant un trouble de la personnalité schizotypique
et chez des sujets non malades. L'approche psychiatrique actuellement admise propose un
modéle a 5 dimensions (figure 1). Ainsi, le statut psychique des patients est évalué selon
cing dimensions: positive, négative, désorganisée, excitation et dépression/anxiété (El Yazaji
et al., 2002). Dans cette approche dimensionnelle, ces cinq dimensions exprimées a des
intensités différentes d'un sujet a I'autre permettent de modéliser trés simplement la diversité
des formes cliniques traditionnelles de schizophrénie. Cette nouvelle analyse constitue donc
une approche intéressante du continuum postulé entre les psychoses. Enfin, I'approche
dimensionnelle a cinq facteurs améne I'ouverture d’'une nouvelle voie de prospection ou les
processus neurobiologiques impliqués dans chaque dimension (zone cérébrale, voie de
signalisation...) seront recherchés et permettra ainsi de proposer des approches

thérapeutiques ciblées et plus adaptées.

21



SCHIZO-AFFECTIVE
MANIE SCHIZO-AFFECTIVE

DELIRANTE TROUBLE
S BIPOLAIRE

MANIE

| EDM

Figure 1 : relations entre les dimensions cliniques et les diagnostics catégoriels au sein du continuum
psychotique

Les traits pleins indiquent les dimensions retrouvées dans chaque trouble psychiatrique. Les dimensions dont la
couleur est identique a celle d’une pathologie représentent les dimensions majeures de la pathologie en question :
par exemple, I’impulsivité/excitation est toujours retrouvée dans la manie et la manie délirante. Les traits en
pointillés indiquent les dimensions retrouvées dans les différentes schizophrénies: par exemple, dans la
schizophrénie paranoide, nous retrouvons a la fois la dimension positive psychotique et la dimension
désorganisée cognitive. EDM : Episode Dépressif Majeur. (Saoud et al., 2000)

21.2 La schizophrénie, une maladie du neurodéveloppement

2.1.2.1 Etiologie : plusieurs hypothéses

La schizophrénie reste une maladie difficile a diagnostiquer. Malgré les spectaculaires
avancées concernant 'élaboration du tableau clinique, les processus physiopathologiques a
I'origine de sa mise en place demeurent encore mal définis et leur connaissance limitée.
Kraepelin, un des psychiatres a l'origine de la caractérisation clinique de la schizophrénie,
avait suggéré l'existence d'un processus dégénératif progressif de type démentiel dans cette

pathologie, conduisant a une aggravation clinique inexorable et systématique des patients.

Actuellement, un nombre important d'arguments vont plutét dans le sens d'une
hypothése neurodéveloppementale (Marenco and Weinberger, 2000; Church et al., 2002).
Cette hypothése propose un enchainement d’événements séquentiels : 1) on nait vulnérable
du fait d'interactions entre facteurs génétiques et facteurs environnementaux prénataux, 2)

on développe un trouble schizophrénique par l'intervention de facteurs environnementaux
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plus tardifs (prise de toxiques par exemple) et/ou de facteurs endogénes, notamment a

I'occasion de modifications hormonales liées a la maturation pubertaire.

Pour autant, cette modélisation ne correspond qu'a Il'une des hypothéses
physiopathologiques de la schizophrénie, a cbété d'autres données en faveur d'aspects
neurodégénératifs, ou de modeles focalisés sur différents systémes neurobiologiques

(hypothéses dopaminergique, glutamatergique, etc.).

La plupart des facteurs environnementaux décrits comme associés a une vulnérabilité
a la schizophrénie surviennent au cours de la période prénatale (3°™ trimestre de
grossesse) -notamment lors des périodes critiques de mise en place ou de maturation des
différentes régions du systéme nerveux (figure 2) — c'est-a-dire bien avant 'émergence des
symptdmes cliniques apparaissant a I'adolescence ou au début de I'dge adulte. Néanmoins
certains facteurs environnementaux peuvent venir s’ajouter plus tardivement aux facteurs

génétiques et ce, juste avant I'émergence des symptdémes cliniques.

Migration
Cell of Subplate = Synapse
proliferation | neurons neurons | formatior Myelination

Radial gha Brain and Ma e
and neurons spinal cord _ -

Prenatal period (months)
h -

10

Postnatal period (years)

Figure 2 : Comparaison des délais de déroulement des différents processus neurodéveloppementaux
humains (Rice and Barone, 2000).
La période prénatale est représentée en mois alors que la période postnatale est divisée en années.

2.1.2.2 Facteurs génétiques de risque précoces

En interaction avec une vulnérabilité génétique, les agressions environnementales
précoces représentent des facteurs qui peuvent accroitre potentiellement le risque de

développer une schizophrénie (Tsuang, 2000), cette vulnérabilité génétique pouvant
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contribuer a augmenter la sensibilité de certains sujets aux effets délétéres induits par les

facteurs environnementaux.

En psychiatrie, les recherches actuelles sont orientées vers la caractérisation des
endophénotypes qui sont des traits (cliniques, biochimiques ou cognitifs) associés a
I'expression de facteurs de vulnérabilité génétique de la maladie chez des sujets sains, mais
ayant des parents atteints. Les endophénotypes doivent répondre aux critéres suivants : ils
doivent étre présents avant le début de la maladie et étre héréditaires. Si le marqueur est un
trait de vulnérabilitt a la maladie, l'identification des génes liés a I'expression de cet
endophénotype aidera a la reconnaissance des génes de susceptibilité a la maladie.
L’identification d’endophénotypes pourrait se révéler utile a lidentification de génes de
susceptibilité et ainsi renforcer I'hypothése que la schizophrénie serait la résultante de
linteraction de plusieurs de ces marqueurs de vulnérabilité. Cette nouvelle approche
permettrait donc d’une part de décomposer une entité clinique complexe en plusieurs
composantes ayant chacune un déterminisme génétique propre et, d’autre part, d’envisager
les maladies mentales comme des entités clinique résultant de linteraction de différents
facteurs de vulnérabilité, ce qui rendrait compte de leur hétérogénéité et permettrait
également d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques plus focalisées, voire

préventives.

Le mode de transmission de la schizophrénie demeure encore inconnu, mais il a été
clairement montré que le risque est plus élevé de développer la maladie pour un enfant dont
au moins un de ses parents, grands-parents ou membre de la famille a développé la
schizophrénie. Malheureusement, ni le nombre de génes, ni leur localisation chromosomique
et leur mode de transmission n’est a ce jour connu (Raux et al., 2002; Gourion et al., 2003).
Le support polygénique en interaction avec I'environnement, I'hétérogénéité du phénotype
clinique et la complexité des systémes neurobiologiques impliqués constituent donc autant
de limitations dans I'approche génétique moléculaire des schizophrénies.

Les études de type gene candidat (un seul gene est ciblé en fonction de son rdle
présumé) ont montré [limplication possible de génes ayant un réle dans le
neurodéveloppement et la plasticitt neuronale: Reeline, BDNF (Brain Derivated
Neurotrophic Factor), UFDL-1 (Ubiquitin Fusion-Degradation gene), NT; (neurotrophin-3), la
dysbindine (dystrobrevin-binding protein1), la neuréguline (NRG7) ainsi que les génes
associés a la myélinisation. Récemment, les résultats concernant le BDNF sont
particulierement prometteurs. Ce facteur neurotrophique est impliqué dans la survie et la

plasticité neuronales. Son rble essentiel dans les phénoménes de mémoire épisodique
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hippocampe-dépendant est aujourd’hui bien montré, ainsi que son impact sur la modulation
de récepteurs postsynaptiques glutamatergiques et dopaminergiques (Egan et al., 2003).

D’autres genes définis comme candidats a la schizophrénie ont un réle dans la
neurotransmission glutamatergique et dopaminergique : RGS4 (regulator of G-protein
signalling 4), CHRNA7Y (récepteur alpha 7 nicotinique), DAOA (D-amino-acid oxidase
activator) (Schwab and Wildenauer, 2009).

De nombreuses études ont montré I'implication élevée du géne DISC1 (disrupted in
schizophrenia 1) dans la schizophrénie due a une translocation entre les chromosomes 1 et
11 (Blackwood et al., 2001), qui induit une modification de la séquence nucléotidique de ce
gene. Alors que la délétion totale chez la souris est létale, la délétion conditionnée de DISC1
provoque l'apparition d’'un phénotype schizoide associée a des problemes de maturation et
migration neuronales (Duan et al., 2007). Le produit du géne DISC1 est capable de
s’associer a de nombreuses protéines du cytosquelette et semble impliqué dans la fonction
microtubulaire en assurant la migration cellulaire, la croissance des neurites et 'adressage

des récepteurs a la membrane (Roberts, 2007).

Les méta-analyses des études de criblage de génome entier (avec de trés nombreux
marqueurs, sans hypothése a priori sur un géne donné) désignent plusieurs régions d’intérét
sur les régions chromosomiques 8p, 13 q, 22q (Badner and Gershon, 2002). Mais ces
régions sont vastes et regroupent des dizaines voir plusieurs centaines de génes, et les

études restent difficiles a répliquer.

Une donnée récente concerne la découverte de la prévalence chez 1 a 3% des
patients schizophrenes d’'une microdélétion du chromosome 22g11. De fagon générale, cette
microdélétion concerne 1 naissance sur 4000 et représente la deuxiéme anomalie
chromosomique en fréquence aprés la trisomie 21. Cette délétion survient dans 80% des cas
de schizophrénie, probablement du fait de troubles de la spermatogenése (on sait par
ailleurs que I'age paternel avancé est un facteur de risque probable dans la schizophrénie).
Le syndrome vélo-cardio-facial, lié¢ a la microdélétion du 22q, peut entrainer un syndrome
polymalformatif : une dysmorphie faciale, des anomalies cardiovasculaires, des
malformations rénales et, chez un tiers des sujets, un syndrome schizophrénique. Cette
comorbidité entre syndrome vélo-cardio-facial et schizophrénie génére un intérét
considérable parce que dune part, c'est la premiére démonstration qu'un syndrome
génétique fréquent et bien identifié peut générer un phénotype schizophrénique ; d’autre part
car les études du criblage du génome avaient attiré I'attention sur la région 22q11. La piste
actuelle consiste donc a cibler des génes candidats de cette région d’'intérét. Ce syndrome

dont I'expression est précoce au cours du développement implique le ciblage de génes du
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développement situés dans cette région tels que UFDi.L et PRODH (PROIin
DesHydrogenase) (De Luca et al., 2001; Jacquet et al., 2002).

2.1.2.3 Facteurs endogenes de risque tardifs

Comme décrit auparavant, la maladie survient souvent a la fin de 'adolescence ou au
début de I'age adulte, bien que des troubles subtils et non spécifiques soient présents bien
avant : durant I'enfance, certaines fonctions mnésiques et exécutives commencent a se
dégrader et des troubles comportementaux apparaissent (Walker et al., 1999; Silverstein et
al., 2003). Ce phénomeéne s’amplifiera jusqu’a I'age adulte et semble donc se corréler avec
les processus de maturation neuronale tardive : remaniement synaptique et renforts des
connectivités neuronales se déroulant du début de l'adolescence jusqu’a I'dge adulte.
L’intervention de facteurs exogenes et endogénes durant I'adolescence semble nécessaire a

'expression des premiers symptdmes schizoides.

Alors que la puberté se caractérise par une augmentation massive de la sécrétion
d’hormones gonadiques, l'adolescence correspond a une période plus étendue ou des
processus maturationnels spécifiques et un remodelage des circuits neuronaux permettent
une maturation cognitive, émotionnelle et sociale intenses. Le cerveau est un des organes

cible durant ces deux phases.

Bien que la majeure partie des structures cérébrales se mettent en place lors de
'embryogenése, le cerveau subit des étapes de maturations post-natales et pré-pubéres. En
effet, des processus de myélinisation, de synaptogenese, de renforcement des connectivités
neuronales et du remodelage de la substance grise surviennent jusqu’a I'age de 25 ans chez
’'homme (Rice and Barone, 2000). Du fait que I'enfance et 'adolescence soient des périodes
d’apprentissage, d’éveil et de mémorisation intense, le cerveau subit a la fois des
transformations subtiles générales mais aussi au niveau cellulaire. Ainsi, des études ont
montré que le volume de la substance grise de I'hippocampe, 'amygdale et des structures
corticales augmente pendant I'enfance et diminue ensuite lors de I'adolescence. Le volume
de ces régions se stabilise généralement vers 25 ans (Giedd et al., 1996; Gogtay et al.,
2004). Il semble que les variations de volume de la substance grise soient la conséquence
d’un élagage synaptique intense associé a des processus de neurogenése, d’apoptose et de
bourgeonnement neuritique transitoires. Seules les connections les plus fortes et les plus
utilisées seront maintenues (Huttenlocher and Dabholkar, 1997; Cunningham et al., 2002).
L’ensemble de ces mécanismes permettrait d’optimiser le traitement des informations en
éliminant les connections synaptiques les moins sollicitées et en assurant le développement
des nouvelles connections, en tenant compte des expériences cognitives et sociales vécues
par l'individu. Ce processus concerne surtout le systéme limbique, particulierement impliqué
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dans lintégration des comportements émotionnels et des processus cognitifs qui sont
fortement exacerbés a I'adolescence (Paus et al., 2001).

Dans la schizophrénie, des déficiences dans les processus de maturations tardives
pourraient provoquer ou révéler des troubles cérébraux responsables de I'apparition des
premiers symptdmes psychotiques.

2.1.2.4 Conclusion

L’hypothése neurodéveloppementale de la schizophrénie est aujourd’hui confortée par
l'existence d’'un faisceau d’arguments cliniques, neuropsychologiques, biologiques et
neuropathologiques (figure 3).

Facteurs précipitants

-y

Phénotype Phénotype
vulnérable ) vulnérable

Facteurs protecteurs
Géne —— environnement _—)
Neurodéveloppement Maturation Vieillissement

Figure 3 : Schéma récapitulatif des mécanismes étiopathogéniques impliqués dans 1'origine
neurodéveloppementale et dans 1'évolution temporelle de 1a schizophrénie.

Ce qui fait la particularité et la complexité de la schizophrénie en termes de
modélisation physiopathologique est justement lié a cette particularité évolutive, en plusieurs
séquences temporelles, avec passage d'un phénotype vulnérable vers un phénotype
pathologique. Ainsi, d’autres étapes ultérieures, en termes de maturation neuronale et/ou de
vieillissement cellulaire semblent également impliquées et méritent d’étre explorées. Il
manque surtout, un modéle physiopathologique intégratif clairement validé permettant de
rendre compte des nombreuses anomalies phénotypiques du patient schizophréne.

21.3 Symptomatologie cérébrale et intégrative de la
schizophrénie

2.1.3.1 Etude longitudinale des troubles anatomiques

La schizophrénie est une maladie difficile a diagnostiquer du fait de la diversité des
formes cliniqgues du premier épisode psychotique mais aussi par la multitude de troubles

anatomiques que les patients peuvent présenter. Les études menées sur la caractérisation
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des troubles fonctionnels cérébraux présents chez l'individu schizophréne ont eu un essor
important ces derniéres décennies. L’avancée technologique dans l'imagerie cérébrale nous
a permis, ces derniéres années, de mettre en évidence des anomalies anatomiques
cérébrales et ainsi de conforter 'hypothése neurodéveloppementale de la schizophrénie
(Venkatasubramanian, 2007; Haukvik et al., 2009).

e Face et corps : troubles anatomiques mineurs

Dés 1885, Kraepelin faisait état de ces anomalies morphologiques chez les patients
atteints de « dementia praecox ». Ces anomalies, infracliniques, sont fréquentes dans la
population générale et plus encore chez les patients schizophréenes (McGrath et al., 2002).
Ces signes dysmorphiques modérés sont liés au développement de I'ectoderme et des
crétes neurales, I'ectoderme étant le feuillet embryonnaire a l'origine de la formation du
systéme nerveux central. La constitution de ces anomalies morphologiques mineures est
contemporaine d’étapes du développement comprises entre le premier et le deuxiéme
trimestre de grossesse. Elles sont également des marqueurs de vulnérabilité rencontrés
avec une prévalence plus importante que dans la population générale chez les apparentés

sains de patients schizophrénes.

e Histologie du cerveau : troubles anatomiques majeurs

A I'époque de Kraepelin, une altération des neurones des couches profondes du cortex
et une perte cellulaire notable (sans gliose réactionnelle associée) avaient été décelées au

niveau microscopique.

Au cours du XXéme siécle, les recherches concernant les troubles histologiques
anatomiques du cerveau dans la schizophrénie sont restées vaines. Petit a petit, le manque
de pertinence de I'étude anatomopathologique laissa place au dogme du caractére purement
psychopathologique de la schizophrénie. Cest en 1976 que Johnstone réussit, par
densitométrie cérébrale, a rapporter la dilatation des ventricules cérébraux chez une
vingtaine de patients schizophrénes (Johnstone et al., 1976). Cette méme technique a
permis de révéler la diminution du volume cérébral total moyen (Wright et al., 2000).
L’'apparition et I'amélioration des techniques d’imageries fonctionnelles et cérébrales -
imagerie a résonnance magnétique (IRM), imagerie a tenseur de diffusion (DTI)/anisotropie-
ont permis de dresser un tableau assez large des troubles anatomiques associés aux déficits
fonctionnels cérébraux des schizophrénes (figure 4) (Eisenberg and Berman). En revanche,
il y eu beaucoup de contradictions dans les résultats médiée par les différences dans le
nombre de patients utilisés, le sexe, 'dge du premier épisode psychotique et du type de
médication ou de substances élicites qu’ils prenaient. Néanmoins il est possible de dresser
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un tableau clinique des différentes altérations anatomiques cérébrales présentes chez les

schizophrénes. Nous décrirons les défauts anatomiques et fonctionnels de 7 régions

cérébrales interconnectées qui présentent a la fois des différences anatomiques mais aussi

fonctionnelles dans la schizophrénie.

Circuit Functional connectivity Additional findings Putative Risk-variant-associated
findings during executive involved circuit findings
function in schizophrenia risk genes
Frontocingulate  Reduced Reduced frontocingulate D2-binding NRG1 Reduced anterior cingulate, inferior
correlation frontal activation during sentence completion
Reduced cingulum bundle fractional
anisotropy
Frontoparietal  Reduced (dorsal Reduced frontoparietal resting glucose COMT Reduced dorsal prefrontal-parietal connectivity
prefrontab-parietal) metabolism correlation during working memory
Increased (ventral
prefrontal-parietal)
Reduced superior longitudinal fasciculus Increased ventral prefrontal-parietal
fractional anisotropy connectivity during working memory
RGS4 Reduced dorsal prefrontal-parietal connectivity
during working memory
GRM3 Reduced dorsal prefrontal-parietal connectivity
during working memory
Increased ventral prefrontal-parietal connectivity
during working memory
Frontotemporal Increased Reduced fornix fractional anisotropy COMT Increased frontotemporal connectivity during
recognition memory
Reduced cingulum bundle
fractional anisotropy
ZNF804A  Increased frontotemporal connectivity during
working memory
DISC1 Increased hippocampal activation
during working memory
Increased prefrontal activation during
working memory
Frontostriatal Increased Reduced anterior limb of internal capsule  PPP1R1B  Increased frontostriatal connectivity
fractional anisotropy duning working memory
Dorsolateral prefrontal N-acetylaspartate
reductions correlate with exaggerated
amphetamine-induced striatal
dopamine release
PRODH Increased frontostriatal connectivity
during working memory
AKT1 Reduced prefrontal and caudate volumes
NRG1 Reduced anterior limb of internal
capsule fractional anisotropy
Thalamofrontal Mixed Reduced superior occipitofrontal fasciculus NRGT Reduced anterior limb of internal

fractional anisotropy

Reduced anterior limb of internal capsule
fractional anisotropy

capsule fractional anisotropy

Figure 4 : Tableau récapitulatif des altérations des fonctions éxécutives associées aux défauts anatomiques
cérébraux dans la schizophrénie humaine (d'aprés Einsenberg et Berman).
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Le cortex frontal et ses structures associées

De nombreuses études ont émis I'hypothése que la dysfonction du cortex frontal
pouvait étre a l'origine de la physiopathologie de la schizophrénie (Elvevag and Goldberg,
2000). Ce fut alors une des premiéres régions d’intérét. Cette région regroupe les cortex
dorsolatéral, ventrolatéral, et cingulaire antérieur et est impliquée dans la projection dans le
futur, 'organisation et la résolution des problémes, la fluence verbale et la mémoire de travail
(Tsuchida and Fellows, 2009).

Cortex Préfrontal Dorsolatéral (CPDL)

C’est la région centrale de la gestion des processus cognitifs. Chez les patients
schizophrénes, le volume du CPDL semble réduit, mais pas autant que celui du lobe
temporal médian (Nopoulos et al., 1995; Fornito et al., 2009). Aucune étude n’a permis,
cependant, de mettre en évidence des processus dégénératifs (par l'intermédiaire de gliose
associée) ou lésionnels associés a cette diminution de volume. On dénote, a 'aide d’études
post-mortem de cerveaux schizophrénes, des perturbations au niveau des cellules
excitatrices (dopaminergiques) : augmentation de la densité des cellules pyramidales
accompagnée d'une diminution de leur couche dendritique (Selemon et al., 1995, 1998;
Glantz and Lewis, 2000) ce qui fait penser a une diminution du neuropil, plus qu’a une perte
cellulaire. Cette diminution pourrait étre secondaire a une perte d’afférences excitatrices
corticocorticales et thalamocorticales, exergant un effet trophique sur ces neurones ou a des
altérations ces connexions frontostriatales. Une sous partie des neurones inhibiteurs
GABAergiques (neurones en chandelier) semble diminuée et sous exprimer les enzymes de
synthése du GABA (Hashimoto et al.). Ce neurotransmetteur inhibiteur est connu pour
réguler [lactivité des neurones dopaminergiques. Une diminution de nombre
d’oligodendrocytes, ayant un effet trophique sur les neurones, pourrait également contribuer
a la diminution des volumes neuronaux (Bernstein et al., 2009). Les études de PET scan
(Positon Emission Tomography) sur les récepteurs dopaminergiques different selon
'élément radioactif utilisé mais refletent en tout cas des effets compensatoires a la
diminution des afférences dopaminergiques du midbrain observée dans le CPDL (Bertolino
et al., 2000; Abi-Dargham et al., 2002). Il semblerait aussi avoir des connections aberrantes
entre le CPDL et des structures impliquées dans la fonction exécutive (Eisenberg and
Berman). Des anomalies de la substance blanche ont aussi été démontrés (Schlosser et al.,
2007).

Le cortex frontal ventrolatéral lui, ne semble pas présenter de défauts histologiques
majeurs. Cependant, le fait qu’il ne soit pas en sous activit¢ chez les schizophrénes
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(notamment lors de tests exécutifs ou de mémorisation) met en évidence des défauts de

connections fines entre les cortex ventro et dorsolatéraux.

Cortex cingulaire antérieur (CCA)

Comme dans le CPDL, les études sur des cerveaux post-mortem ont mis en évidence
de nombreuses altérations neuronales du CCA, une structure paralimbique se situant dans
les lobes frontaux. Les afférences glutamatergiques « verticales » des couches Il et Il a
semblent augmentées, les neurones de ces couches par ailleurs exprimeraient de fagon
anormale des protéines cytosquelettiques, synaptiques et métaboliques (Benes et al., 1992;
Clark et al., 2006). La densité cellulaire de la couche IV serait réduite ainsi que le nombre de
neurones gabaergiques exprimant GAD 67 (Benes et al., 2001; Torrey et al., 2005). Ces
résultats corrélent bien avec les diminutions de volume, de matiére grise observées en
imagerie a résonnance magnétique (Goldstein et al., 1999; Rusch et al., 2007). La réduction
d’activité des récepteurs D, et D; met elle, en évidence un défaut de connectivité entre le
CCA et d'autres structures comme le thalamus et le cortex pariétal (Yasuno et al., 2005).

Le lobe pariétal inférieur (LPI)

Des réductions de volume de la substance grise du LPI ont été rapportées chez les
patients schizophrenes lors de plusieurs études (Eisenberg and Berman). Cette diminution
peut étre amplifiee chez les patients présentant des hallucinations passives et des troubles
cognitifs exacerbés (Zhou et al., 2007). Souvent, la présence d’hallucinations corréle bien
avec I'exagération des troubles cognitifs LPI dépendants. Cette réduction de volume est
intéressante et attire de nombreux groupes a en déceler les origines, puisque qu’elle se
retrouve chez les enfants a devenir schizophrene et qu’elle est d’autant plus grande que les
individus développent précocement la maladie (Thompson et al., 2001).

Le LPI, fortement connecté au CPDL, joue un réle important dans les processus
d’exécution et de mémoire exécutive (mémoire de travail). La schizophrénie a dominance
négative (individus présentant plus de troubles négatifs que positifs) est généralement
associée a une réduction de la substance blanche au niveau du LPI (Zetzsche et al., 2008).
L’étude par DTl a permis de mettre en évidence une altération myélinique du faisceau
supérieur longitudinal, tract neuronal reliant les aires pariétales aux aires frontales (Shergill
et al., 2007).

Le cortex temporal médian

Les hallucinations auditives se retrouvant trés souvent dans la schizophrénie, le cortex
temporal médian, composé, en partie des cortex auditifs primaire et associatif, a été tres

étudié. Le volume de cette région est largement diminué chez les individus schizophrénes,
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notamment celui de la couche 3 profonde (Shi, 2007). Cependant les études concernant la
réduction de la densité neuronale et gliale demeurent contradictoires. Les cellules du cortex
temporal des schizophrénes semblent également plus vulnérables a I'apoptose, bien que

celle-ci ne se manifeste qu’au début de la maladie (Glantz et al., 2006).

Le systéeme limbique

Formation hippocampale

L’hippocampe a été incriminé dans la physiopathologie de la schizophrénie beaucoup
plus tard que le cortex préfrontal. Néanmoins, un intérét majeur lui a été porté, en premier
lieu pour des raisons cliniques. En effet, l'altération fonctionnelle de cette région par un
processus vasculaire, inflammatoire, dégénératif (maladie d’Alzheimer) ou irritatif (épilepsie
temporale) peut générer des symptdémes apparentés a ceux de la schizophrénie (Bage et al.,
2004). Par ailleurs, I'hippocampe joue un réle important dans la mémorisation des
informations et I'apprentissage, ainsi que dans les processus émotionnels. Or, ces domaines
étant atteints dans la schizophrénie, on peut émettre '’hypothése que l'altération de cette
région participerait a la mise en place de la schizophrénie. La formation hippocampale est
située a la face interne du lobe temporal. Elle entretient des rapports anatomiques étroits
avec I'amygdale, le ventricule latéral, et la fente de Bichat, qui la sépare du pédoncule
cérébral. Elle se compose du gyrus denté (GD), de la corne dAmmon (CA; a CA3) et du
subiculum. Elle est séparée par le sillon de [I'hippocampe de la circonvolution de
I’hippocampe ou gyrus parahippocampique, a la partie antérieure duquel est situé le cortex
entorhinal. Cette derniére région recgoit des afférences provenant des aires corticales
associatives des quatre lobes cérébraux et parvenant aux couches 2 et 3 du cortex
entorhinal. Des fibres efférentes quittent la CA4, le subiculum et le cortex entorhinal en
direction des aires corticales associatives frontale, temporale et pariétale, de I'hypothalamus,
de 'amygdale et de la partie ventrale du subiculum.

Selon les études en imagerie par résonance magnétique, le volume de la région
hippocampique est réduit en moyenne de 4 a 5% chez les schizophrénes, (Honea et al.,
2005) et ce tres précocement. Ces arguments vont a I'encontre d’'un caractere dégénératif
comme rencontré dans la maladie d’Alzheimer. Il semblerait que cette perte de volume
concerne plus particuliérement la partie antérieure de I'hippocampe et la substance
blanche (fornix-fimbria) suggérant que les voies de communication seraient touchées
(Heckers, 2001). La perte de volume prédirait le degré d’inactivation du cortex préfrontal,
renforgant I'hypothése de I'implication des circuits fronto-limbique dans les troubles cognitifs
présents dans la schizophrénie (Weinberger et al., 1992). Récemment, les techniques

d’anisotropie ont permis de mettre en évidence une réduction massive de la substance
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blanche du fornix et du faisceau longitudinal inférieur (Ashtari et al., 2007; Fitzsimmons et al.,
2009). Le fornix est un faisceau d’axones myélinisés important qui relie les neurones du
subiculum aux neurones des corps mamillaires. L’altération de ces faisceaux suggere un
défaut d’intégrité des connexions bidirectionnelles de I'hippocampe, mais aussi des
connexions entre ce dernier et le CPDL.

Des études ont aussi montré une réduction de la taille des cellules pyramidales de la
CA associée a une réduction de la densité des épines dendritiques (d’ou la réduction d’'une
protéine impliquée dans I'architecture des épines : la spinophiline, (Dwork et al., 2005)). La
quantité de protéines associées aux microtubules est aussi diminuée. Au niveau du gyrus
denté, la densité des fibres moussues (axones des neurones granulaires du gyrus denté
projetant sur les neurones de la CA3), le taux d’expression de protéines synaptiques, mais
aussi I'expression des partenaires de DISC1 (FEZ1, NUDEL, LIS1) semblent diminués
(Rastogi et al., 2009). Ces neurones présentent aussi une dysfonction des récepteurs NMDA
et de I'expression de leur sous unité (augmentation de I'expression de la sous unité NRy et
diminution de I'expression des sous unités NR;) (Eisenberg and Berman, 2010). Une
perturbation de la neuréguline 1 réduit la transmission et la plasticité glutamatergique (sous
tendant les processus de mémorisation) au niveau hippocampique (Harrison, 2007).

Les couches 2 et 3 du cortex entorhinal présentent un placement neuronal aberrant et
une perte de leur organisation classique en ilots. La taille des corps cellulaires est aussi

diminuée. Néanmoins, d’autres études n'ont pas pu reproduire ces résultats.

Il semblerait que la réduction de volume de la région temporale interne (incluant la
formation hippocampale) soit fortement corrélée aux mauvaises performances en mémoire
verbale, a la diminution de la capacité d’abstraction et a la symptomatologie positive
retrouvés dans la schizophrénie (Harrison, 2004).

Amygdale

Le nombre total de neurones y est réduit. Etant donné les projections de 'amygdale
sur le striatum et la substance noire, ces anomalies pourraient participer a la mise en place
des altérations dopaminergiques observées dans la schizophrénie (Kreczmanski et al.,
2007). Toutefois, ce phénoméne serait la conséquence des traitements antipsychotiques.
D’autres auteurs ne retrouvent pas ces altérations et estiment que les connexions

amygdalopréfrontales sont préservées (Fallon, 1988).

La régulation des génes codant pour des protéines impliquées dans les fonctions
présynaptiques et la myélinisation semblent altérées (Weidenhofer et al., 2006).
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Corps mamillaires

Cette structure représente la zone de projection du fornix dont l'intégrité est altérée
chez les patients schizophrenes. Elle fait partie de I’hypothalamus antérieur et est liée aux
processus de mémoire de travail. Une seule étude montre une diminution du nombre de
neurones en chandelier gabaergiques projetant sur le thalamus antérieur (Bernstein et al.,
2007).

Les ganglions de la base/Noyaux gris centraux

Striatum

Les études concernant le nombre ou la densité des neurones striataux demeurent
contradictoires. En revanche, les études histologiques post-mortem ont permis de mettre en
évidence une augmentation de la densité des épines dendritiques, une diminution de la
quantité des mitochondries axonales, une réduction de la machinerie de recapture du GABA
et du glutamate ainsi qu’une diminution de la population neuronale cholinergique (Eisenberg
and Berman). En revanche, les concentrations de dopamine semblent plus élevées et
correlent avec une surpopulation des récepteurs dopaminergiques Dos; et D4. Cette
hyperfonctionnalité dopaminergique subtile est accompagnée d’'une expression et d’un
stockage exacerbé de protéines présynaptiques. Ces résultats ont été confirmés par la
technique PETscan fonctionnel in vivo et retranscrivent bien [I'hypothése
hyperdopaminergique dans le striatum chez les patients schizophrénes. Les études
d’imageries fonctionnelles ont permis de comprendre que la suractivation de lactivité
striatale permettait peut étre de contrer I'hypoactivation du CPDL retrouvée chez les

schizophrénes.

Putamen

Les interneurones nitrinergiques du putamen semblent moins nombreux et
morphologiquement anormaux. Ces neurones, par I'intermédiaire du NO (monoxyde d’'azote)
-un neurotransmetteur inhibant I'activité des neurones dopaminergiques- influenceraient

I'activité des neurones dopaminergiques striataux (Fritzen et al., 2007).

Thalamus

L’étude in vivo du cerveau des patients schizophrénes a permis de mettre en évidence

une réduction du volume du noyau médiodorsal du thalamus (Konick and Friedman, 2001).

Les études postmortem ont permis d’observer, au niveau des noyaux médiodorsal et

centromedian, une diminution du nombre de neurones, de l'expression de récepteurs
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glutamatergiques (NMDA, AMPA, Kainate) et des transporteurs glutamatergiques (Ibrahim et
al., 2000; Smith et al., 2001a, b). Les études fonctionnelles cérébrales ont mis en évidence
une altération des connectivités entre le noyau médiodorsal et a la fois le CPDL et le CTL
(Mitelman et al., 2005) retrouvée aussi en anisotropie. Ces résultats suggérent une altération
structurale des connexions thalamo-préfrontales et thalamo-cingulaires chez les patients
schizophrénes, qui peuvent étre a 'origine des déficiences dans les processus exécutifs, et
notamment dans la fluence verbale. On ne peut cependant pas écarter le réle de certaines
comorbidités fréquentes chez les schizophrénes (dont I'addiction a I'alcool, responsable
d’altérations thalamiques) et des effets secondaires du traitement antipsychotique.

Le cervelet

Le cervelet a été impliqué dans la physiopathologie de la schizophrénie par Andreasen
(Andreasen et al., 1998) via I'hypothése d'une « dissymétrie cognitive ». Le volume de
matiére grise cérébelleuse pourrait étre corrélé a la séveérité des hallucinations, mais cette
hypothése reste controversée. Il n’y aurait pas de différence dans la taille et le nombre de
neurones du cervelet. Dans le vermis antérieur par contre, I'activité des neurones serait
diminuée ainsi que la taille et la densité des cellules de Purkinje. L'expression de protéines
synaptiques, dans ces derniers, serait fortement réduite (Picard et al., 2008). Cependant, les
effets d’'une comorbidité alcoolique sur cette région ne peuvent étre écartés.

Anomalies de la gyrification corticale et de la latéralisation hémisphérique

L’index de gyrification correspond au degré de plicature de la matiére grise. Chez les
sujets schizophrénes, il semble étre diminué dans les aires latérales et augmenté dans les
régions dorsales (Sallet et al., 2003). Des anomalies de la gyrification corticale chez les
sujets schizophrénes vont dans le sens des hypothéses d'altération de la connectivité
synaptique corticocorticale d’origine neurodéveloppementale.

La latéralisation est un phénoméne qui se déroule lors de la phase de puberté
(enfance/adolescence). Ce processus consiste en une réversion de I'activité des connections
inter-régionales du cerveau de I'hémisphére droit en faveur de 'hémisphére gauche. Ainsi
les connections de 'hémisphére gauche sont plus renforcées a la fois au niveau anatomique
(plus d’axones et gaine de myéline plus épaisse au niveau des tracts) et fonctionnel
(Saugstad, 1999). Ce défaut de latéralisation gauche observé chez I'individu schizophréne
dénote bien a la fois des défauts de myélinisation et synaptiques.

Conclusion

L’ensemble de ces arguments présentés dans cette partie est révélateur de troubles

discrets de la connectivité neuronale au sein de la formation hippocampale/cortex temporal
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et du CPDL qui seraient dus a des perturbations de la synaptogenése et de la migration
neuronale. Il semblerait que ces changements subtils conduiraient a une grande variété de
manifestations cliniques. La formation des couches laminaires de ces structures et
I'établissement de réseaux neuronaux fonctionnels sont des phénoménes complexes qui
impliquent plusieurs étapes de prolifération, de différenciation et de migration neuronales qui
surviennent au cours du deuxieéme trimestre de gestation (Weinberger and Lipska, 1995;
Bunney and Bunney, 2000). Par ailleurs il pourrait se produire un excés d’élimination des
synapses a I'adolescence. Cette période de vie est caractérisée chez le sujet sain par un
important élagage synaptique. L’étude de divers marqueurs synaptiques comme la
synaptophysine (protéine présynaptique terminale) indique une réduction du nombre de
synapses ou, tout du moins, un dysfonctionnement synaptique dans la schizophrénie (Sweet
et al.). Un excés d’apoptose synaptique, consécutif a une altération des ratios d’expression
des génes de l'apoptose, pourrait entrainer un remodelage synaptique pathologique. Ce
phénomeéne semblerait transitoirement présent au début de la maladie (Chen et al., 2009).
Certains génes impliqués dans le relargage des neurotransmetteurs sont sous-exprimés,
rendant la synapse moins active, donc plus vulnérable a une élimination. Ces constatations
sont compatibles avec I'hypothése d’une altération fonctionnelle des circuits neuronaux via

une atteinte de la connectivité synaptique d’origine neurodéveloppementale.

La nature et la subtilité des anomalies histologiques décrites chez les patients
schizophrénes sont donc en faveur d’'un processus primaire précoce qui interviendrait
pendant une période critique du développement cérébral. Bien que ces données permettent
de décrire un tableau trés complet de la pathologie corticale observée dans la schizophrénie,
il est important de retenir que les perturbations décrites dans ce chapitre ne sont pas
retrouvées chez tous les patients schizophrénes, comme s’il n’existait pas de signature

neuropathologique unique dans cette maladie.

2.1.3.2 Altérations fonctionnelles cérébrales majeures

Les altérations fonctionnelles supérieures présentées par les patients schizophrénes
semblent provenir d'un déséquilibre entre les neurotransmissions gabaergique,

glutamatergique, sérotoninergique et dopaminergique.

e Hyperdopaminergie
L'implication de la dopamine dans la physiopathologie et le traitement de Ia
schizophrénie a fait I'objet de nombreux travaux depuis 50 ans.
La premiére hypothése de la physiopathologie de la schizophrénie, basée sur des
arguments pharmacologique était en faveur d’'une transmission dopaminergique exacerbée.
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En effet, I'apparition des neuroleptiques dans le traitement de la schizophrénie a permis une
avancée spectaculaire au niveau de la recherche. L’amélioration des symptémes
psychotiques par 'administration de neuroleptiques, qui partagent tous la caractéristique
d’étre des antagonistes des récepteurs dopaminergiques D,, constitue également un
argument supplémentaire en faveur de I'hypothése dopaminergique. Ce constat est d’autant
plus marquant depuis qu’il a été montré que I'efficacité clinique des neuroleptiques corrélait
fortement avec leur capacité a bloquer les récepteurs D, (Delay et al., 1952; Creese et al.,
1976). On sait par ailleurs, que les drogues capables d’augmenter la libération de dopamine
(amphétamine, cocaine) ont des effets schizomimétiques. La susceptibilité des patients
schizophrénes aux psychostimulants a d’ailleurs conduit certains auteurs a proposer la
schizophrénie comme résultat d’'un processus de sensibilisation endogéne du systéme
mésolimbique (Lieberman et al., 1997; Laruelle, 2000). Il s’agirait d’'une boucle de contréle
positive dans laquelle une exacerbation permanente de la libération de dopamine conduirait
a 'augmentation progressive de l'activité du systéme dopaminergique mésolimbique. Cette
théorie pourrait expliquer la transition progressive de la phase promorbide « silencieuse »

vers une symptomatologie clinique active.

La prise en compte des différentes modalités de la transmission dopaminergique, et
des anomalies fonctionnelles de la connexion entre certaines régions corticales et entre les
régions corticales et limbiques observées chez les schizophrénes, ont conduit a une nouvelle
hypothése. Dans cette nouvelle hypothése, les symptdémes positifs de la schizophrénie sont
associés a une hyperactivité épisodique de la transmission dopaminergique sous-corticale
(Grace, 1991) et I'expression des symptomes négatifs et cognitifs induits par une diminution
de l'activité corticale.

Les systémes de neurotransmission travaillant en synergie, la dopamine ne peut pas a
elle seule étre responsable de la mise en place des troubles fonctionnels cérébraux
observés dans la schizophrénie.

e Hypoglutamatergie

Le premier argument en faveur de [I'hypothése d'un hypofonctionnement
glutamatergique dans la schizophrénie, repose sur les effets comportementaux provoqués
par l'administration d’antagonistes non-compétitifs des récepteurs NMDA tels que la
phencyclidine (PCP) ou la kétamine. En effet, ces produits provoquent des psychoses de
type schizophrénique chez des individus sains et déclenchent des symptdomes psychotiques
chez les patients schizophrénes en rémission (Newcomer et al., 1999). Ces symptomes
incluent une hyperlocomotion, des comportements stéréotypiques, des déficits cognitifs, des

perturbations de l'intégration sensorimotrice, ainsi que des troubles des interactions sociales.
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Ces résultats ont été appuyés par le fait que l'injection d’'une faible dose de kétamine chez
des sujets sains pouvait entrainer I'apparition de symptémes négatifs, des déficits cognitifs et
des symptdmes positifs partiels (Krystal et al., 1994).

L’implication de la neurotransmission glutamatergique a été confirmée par les études
histologiques concernant les récepteurs glutamatergiques que nous avons exposes dans le

chapitre précédent (chapitre 2.1.3).

e Hypogabaergie
Les résultats des études concernant la transmission GABAergique suggére un
hypofonctionnement d’une sous population d’interneurones GABAergiques (Chapitre 2.1.3) :
les cellules en chandelier, au niveau du CPDL et de I'hippocampe. De part leurs synapses
au niveau des segments initiaux d’axones des neurones pyramidaux de ces régions, les
neurones GABA controlent I'activité oscillatoire de ces réseaux neuronaux. Il semble que des
modifications post-synaptiques entrailnent une augmentation de la transmission
GABAergique, ce qui serait pour certains auteurs, une conséquence de la diminution initiale
(Nyiri et al., 2001). Ces perturbations de la neurotransmission GABA corticale et
hippocampique participent, sans aucun doute, aux troubles cognitifs observés chez les

patients schizophrénes.

o Neurotransmission sérotoninergique

Plusieurs éléments suggérent l'implication du systéme sérotoninergique dans la

schizophrénie :

- L’existence d’interactions fonctionnelles entre la dopamine et la sérotonine. En effet,
les neurones des noyaux du raphé médian dorsal (région ou se situent les neurones
sérotoninergiques) innervent les neurones dopaminergiques de la substance noire. lIs
projettent aussi au niveau des régions de terminaisons dopaminergiques telles que le caudé-
putamen, le noyau accumbens, le CPDL et I'hippocampe (Hornung, 2003). Il existe donc un
support anatomique a [limplication de la transmission sérotoninergique dans Ia
schizophrénie. La transmission sérotoninergique semblerait inhiber la transmission

dopaminergique.
- Les modifications au niveau de I'expression des récepteurs sérotoninergiques.

L’'implication de la sérotonine (5-HT) dans l'efficacité des neuroleptiques atypiques
utilisés dans la schizophrénie. Meltzer a suggéré que la plus grande efficacité clinique des
neuroleptiques atypiques reposerait sur leurs propriétés pharmacologiques plus variées et
notamment sur leur action antagoniste vis-a-vis des récepteurs 5-HT.s. Cette propriété
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faciliterait la libération de dopamine au niveau cortical et serait donc responsable de
'amélioration de certains symptdmes cognitifs (Meltzer, 1991). Enfin il a été montré qu’au
niveau du SNC, la 5-HT influence la morphologie neuronale et gliale ainsi que la connectivité
et le fonctionnement synaptique, au cours du développement embryonnaire mais également
tout au long de la vie. Il a été suggéré que ce rdle trophique de la 5-HT pourrait étre perturbé
chez les patients schizophrénes, mais pour le moment, aucune donnée directe n'a été

apportée.

e Conclusion

Pour résumer et de fagon trés schématique, une hyperactivité dopaminergique sous-
corticale serait responsable des symptémes positifs tandis qu'une hypoactivité corticale
provoquerait les symptémes négatifs. Un déséquilibre cortical et hippocampique au niveau
des transmissions glutamatergiques et GABAergique pourrait, lui, jouer un réle dans la
genese des symptdmes cognitifs. Enfin, un dysfonctionnement de la transmission

sérotoninergique interviendrait en amont des troubles de la transmission dopaminergique.

2.2 Du cytosquelette neuronal aux schizophrénies : il

y a-t-il un lien ?

221 Le cytosquelette neuronal

L’intégrité d’'un organisme vivant nécessite I'activité coordonnée des cellules qui le
composent. Cette activité est possible grace a des processus de communication
intercellulaire présents dans deux grands systémes : le systéme hormonal (communication
humorale) et le systéeme nerveux, qui transmet l'information au moyen de prolongements
cellulaires. Les neurones, cellules spécialisées et fortement polarisées d'un point de vue
morphologique et fonctionnel, et les cellules gliales constituent les unités fonctionnelles du
systéme nerveux. Le développement et le fonctionnement des cellules neuronales sont
tributaires d’éléments architecturaux internes permettant d’établir et de maintenir ces
particularités morphologiques. L’architecture des neurones est établie, comme dans les
autres cellules eucaryotes, par les éléments du cytosquelette. De fagon générale, le
cytosquelette maintient la forme et la polarité des cellules et permet I'ancrage et le transport
de différents composants a l'intérieur de la cellule. Le cytosquelette neuronal se compose de
trois types principaux d’éléments: les microfilaments d’actine, les neurofilaments ou
filaments intermédiaires et les microtubules. Malgré leurs différences de taille, de localisation

et de fonction, les composants du cytosquelette sont tous assemblés de la méme maniére :
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chaque type de fibre est assemblé a partir d’'unités relativement petites qui sont

polymérisées pour former de longues chaines linéaires.

2.2.1.1 Les microfilaments d’actine

Dans des conditions physiologiques, les monoméres d’actine globulaire (actine G)
polymérisent afin de former une structure fibrillaire appelée actine filamenteuse (actine F).
Ces microfilaments, présents dans tout le neurone, sont concentrés particulierement dans
les neurites. La modification de la polymérisation du réseau d’'actine est a l'origine des
changements de morphologie neuronale. En effet, ce réseau est impliqué dans la stabilité et
la motilité des épines dendritiques (Fischer et al., 1998) et des cénes de croissance axonaux
(Tanaka and Sabry, 1995). Ainsi, lors de la croissance axonale, les filaments d’actine sont
surtout présents a la périphérie et dans la zone de transition des cones de croissance sous
forme de maille ou de paquets polarisés (figure 5). Ces filaments, sous forme de paquets,
sont les principaux composants des extensions du cdne de croissance (lamellipodes et
filopodes). La régulation de la dynamique de polymérisation de I'actine dans les extensions
du cone de croissance confére une tres grande motilité a ce réseau et permet I'exploration et

le guidage du cbne de croissance jusqu’a sa cible (Dent and Gertler, 2003).

Figure 5 : Différents réseaux d'actine présents dans les cones de croissance neuronaux (Pak et al., 2008).
Le domaine central du cone de croissance ("Central domain" représenté en bleu) n’est pas investi par des
architectures d’actine. Le domaine transitoire du cone ("Transition zone" représenté en vert) contient des arcs
d’actine ("Actin arcs"). Le domaine périphérique ("Peripheral domain") renferme dans sa zone lamellipodiale
des gels d’actine ("Actin gels") et dans ses filopodes des cables d’actine ("Actin bundles").
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2.2.1.2 Les neurofilaments

Les filaments intermédiaires ou neurofilaments (NF) sont des hétéropolyméres
constitués de protéines fibreuses (Fuchs and Weber, 1994; Herrmann and Aebi, 2000). Les
principaux neurofilaments présents dans les neurones matures sont composés de trois sous-
unités : NF 200 kiloDaltons (kDa), NF 150 kDa, NF 68 kDa (Lee and Cleveland, 1996).

Les NF sont largement exprimés dans le systeme nerveux et sont particuliérement
abondants et interconnectés dans les axones de gros calibre ou ils s’orientent de maniére
paralléle. Le nombre et la composition en NF dans I'axone sont déterminants pour
I'établissement du calibre axonal qui lui-méme régule la vitesse de conduction de linflux
nerveux (Ohara et al., 1993; Eyer and Peterson, 1994; Zhu et al., 1997; Garcia et al., 2003).
Les NF 200 kDa sont largement phosphorylés in vivo, ceux contenus dans I'axone étant
normalement plus phosphorylés que ceux du corps cellulaire ou des dendrites (Lee et al.,
1987). Les processus de phosphorylation et de déphosphorylation des NF régulent leur
assemblage (Carden et al., 1985; Nixon, 1993), leur interaction avec les autres composants
du cytosquelette ainsi que leur transport dans I'axone (Lewis and Nixon, 1988). Chez les
humains, une dérégulation de ces modifications entraine un processus d’agrégation de NF,
responsable du développement des maladies neurodégénératives, comme la Sclérose
Latérale Amyotrophique (ALS) ou ’Amyotrophie Spinale (SMA) (Strong, 2004; Petzold et al.,
2005; Xiao et al., 2006).

2.2.1.3 Les microtubules

Les microtubules sont des polyméres cytoplasmiques essentiels aux cellules
eucaryotes, avec des fonctions variées, de la mitose au transport intracellulaire, de la motilité
a la morphogeneése cellulaire. Les fonctions des microtubules dépendent en grande partie de
leur comportement dynamique et de leurs interactions avec les effecteurs protéiques. Dans
les neurones, les dendrites et I'axone contiennent des faisceaux denses de microtubules qui
s’étendent sur toute leur longueur. Ces microtubules sont essentiels a I'élaboration de
larchitecture interne nécessaire a la croissance et au maintien des extensions

axodendritiques et exercent un rdle crucial dans la régulation du transport d’'organelles.

e Structure des microtubules

L’élément protéique composant les microtubules est la tubuline dont il existe plusieurs
isotypes (a, B, v, O, € ¢). L'unité structurale de base des microtubules est ’hétérodimere de
tubuline a, B. Les dimeres de tubuline s’assemblent, les uns a la suite des autres, pour
former des protofilaments, qui s’associent latéralement dans une structure creuse, polarisée

et cylindrique appelée microtubule (figure 6). Ce sont des tubes creux de 25 nm de diameétre,
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de longueur variable de 5 a 50 pym selon les situations et les types cellulaires. L’association
en hétérodiméres est réalisée grace a des co-facteurs qui les capturent et les stabilisent
séquentiellement avant leur assemblage. (Tian et al., 1997). La polarité fonctionnelle du
protofilament est due aux différentes cinétiques d’assemblage aux extrémités
microtubulaires, I'extrémité polymérisant le plus vite (extrémité positive ou “plus end”) étant
couronnée par des sous-unités et I'extrémité plus lente (extrémité négative ou “minus end”)
par des sous unités a (Bergen and Borisy, 1980). Le nombre de protofilaments généralement

observé dans des microtubules in vivo est treize mais peut varier entre dix et seize.

Plus end

Protofilament

O
»
-
O
-
GDP- Q
tubulin .
E( 2 8 nm

25nm
Minus end

Figure 6 : Représentations schématiques de protofilaments et de microtubules.

Gauche : Représentation schématique d’un protofilament de 4 nm de largeur, formé par assemblage longitudinal
a la queue-leu-leu de dimeres de tubuline off (d’aprés (Akhmanova and Steinmetz, 2008)). Droite :
Représentation schématique d’un microtubule de 25 nm de diamétre, formé par assemblage latéral de 13
protofilaments, en conformation B (d’aprés Akhmanova et Steinmetz, 2008).

o Dynamique des microtubules

In vitro et in vivo, les microtubules adoptent par défaut une structure labile et oscillent
en permanence entre une phase de croissance et d’instabilité, processus connu sous le nom
d’instabilité dynamique (Mitchison and Kirschner, 1984; Desai and Mitchison, 1997). Elle
dépend de quatre paramétres: le taux de polymérisation et de dépolymérisation, la
fréquence des « catastrophes » (transition entre polymériation et dépolymérisation) et de
« sauvetage » (transition entre dépolymérisation et polymérisation) (Janosi et al., 2002).

In vitro, 'assemblage des microtubules a partir de diméres de tubuline libre est un
processus thermo-dépendant, nécessitant un apport d’énergie : la polymérisation de tubuline
s’effectue en effet entre 30 et 37°C en présence d’'une concentration critique de GTP et de
magnésium (Weisenberg, 1972). Le renouvellement des sous unités du microtubule
s’effectue selon deux mécanismes non exclusifs: le phénomene de tapis roulant
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(assemblage net a I'extrémité positive et désassemblage net a l'extrémité négative : les
sous-unités diffusent de l'extrémité positive a I'extrémité négative) et le phénomene
d’instabilit¢ dynamique (fluctuations spontanées de la longueur des microtubules a
l'équilibre : phase de croissance a I'extrémité positive, stabilit¢ de la longueur du
microtubule, phase de diminution due a la dépolymérisation ) (Margolis et al., 1978;
Mitchison and Kirschner, 1984).

e Modifications post-traductionnelles des microtubules

La tubuline peut subir de nombreuses modifications post-traductionnelles, générant
une grande diversité dans les populations de microtubules (Westermann and Weber, 2003).
Toutes ces modifications post-traductionnelles représentent un véritable « code tubuline »,
comparable au code histone qui régule 'assemblage de la chromatine et la transcription des
genes (Verhey and Gaertig, 2007). Ce code module la fonction de la tubuline mais influence
également le recrutement des effecteurs microtubulaires comme les MAPs et régule alors les
fonctions liées aux MTs (Hammond et al., 2008). Toutes ces modifications ont lieu au niveau
des sous-unités de tubuline déja incorporées dans les MTs sauf pour la phosphorylation de
la serine 172 de la tubuline B qui a lieu sur la tubuline non-polymérisée (Fourest-Lieuvin et
al., 2006). Ces différentes modifications post-traductionnelles peuvent avoir lieu sur des sites
trés proches, ce qui laisse penser qu'une modification peut influencer I'apparition d’autres

modifications.

L’acétylation de la tubuline

La tubuline a peut étre acétylée au niveau de la lysine 40, orientée vers la lumiére du
MT (Nogales, 1999). L’ajout d'un groupement acétyl est réalisé par une acétyltransférase et
son retrait par une déacétylase (Hubbert et al., 2002; North et al., 2003). L’acétylation est
souvent associée a un état stable et a une plus grande résistance vis-a-vis des drogues
dépolymérisantes des MTs (Reed et al., 2006).

La polyglutamylation de la tubuline

La polyglutamylation consiste a ajouter une chaine de résidus glutamate sur des
résidus glutamate, situés au niveau carboxy-terminal des tubulines a et § (Edde et al., 1990;
Alexander et al., 1991). Cette modification est prépondérante dans les neurones de
mammiféres et présente essentiellement au niveau des MTs stables des axones. Au cours
du développement neuronal, la polyglutamylation augmente et contrle linteraction des
différentes MAPs avec les MTs : les protéines Tau, MAP1B, et MAP2 ont une faible affinité
pour les MTs polyglutamylés alors que la protéine MAP1A se lie préférentiellement a la
tubuline polyglutamylée (Audebert et al., 1994; Bonnet et al., 2001).
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Le cycle détyrosination/tyrosination de la tubuline

La tubuline a est synthétisée avec une tyrosine comme acide aminé carboxy-terminal,
on la nomme « tubuline Tyr ». Cette tyrosine peut étre clivée par une Tubuline
CarboxyPeptidase (TCP) encore non-identifiée. La tubuline a expose ainsi un résidu
glutamate, elle est alors nommée « tubuline Glu ». Une tyrosine peut étre remise en place
grace a la Tubuline Tyrosine Ligase (TTL) (Barra et al., 1988; MacRae, 1997). La « tubuline
Glu » peut subir un autre clivage enzymatique et perdre son résidu glutamate carboxy-
terminal, la tubuline qui en résulte est appelé tubuline A2 (Paturle-Lafanechere et al., 1991).
La détyrosination traduit la durée de vie d'un MT. En effet, plus un MT est détyrosiné, plus le
début de sa polymérisation est ancienne (Khawaja et al., 1988). D’un point de vue quantitatif,
les MTs neuronaux contiennent environ 20% de tubuline tyrosinée, 40% de tubuline
détyrosinée et 40% de tubuline-A2 (Paturle-Lafanechere et al., 1994). Cette tubuline A2 est
une isoforme de tubuline spécifiquement présente dans les neurones différenciés, aussi bien
dans les dendrites que dans les axones (Paturle-Lafanechere et al., 1994; Guillaud et al.,
1998). L’invalidation du géne codant pour la TTL a permis de mettre en évidence que le
cycle détyrosination/tyrosination de la tubuline a est impliqué dans la différenciation
neuronale, le positionnement du noyau et la morphogénése (Erck et al., 2005; Peris et al.,
2006).

La phosphorylation de la tubuline

Lors de la purification de tubuline de cerveau, de la tubuline 3 phosphorylée a été
identifiée (Eipper, 1972). La phosphorylation de la tubuline, notamment de la tubuline BllI,
intervient dans la différenciation et la croissance neuritique des cellules de neuroblastomes
de souris en culture (Gard and Kirschner, 1985). Cette phosphorylation dépend de la
quantité de tubuline assemblée en MTs car le taxol (qui stabilise les MTs) augmente la
quantitt de tubuline phosphorylée alors que le nocodazole (qui entraine une
dépolymérisation des MTs) diminue cette quantité.

La palmitoylation de la tubuline

La palmitoylation de la tubuline (c'est-a-dire I'ajout d’'un acide palmitique) permettrait la
localisation de la tubuline a la membrane (Wolff et al., 2000).

e Réle des microtubules dans la croissance neuronale

Les neurones nécessitent une organisation dynamique et coordonnée des réseaux de
microtubules et d’actine pour acquérir leur morphologie spécifique et polarisée durant le
neurodéveloppement. La dynamique des microtubules neuronaux est fortement régulée par
leur interaction avec de puissants effecteurs modifiant leur stabilit¢ (Heald and Nogales,
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2002). La stabilité des microtubules est favorisée grace aux MAPs (Microtubule Associated
Proteins) et linstabilité est provoquée par des facteurs dépolymérisant comme les
stathmines ou les Kin1 (Desai et al., 1999; Cassimeris, 2002). Au sein du laboratoire, la
présence d’'une importante sous population de microtubules stables (résistants aux drogues
dépolymérisantes ou a l'exposition au froid) a été mise en évidence dans les neurones
(Pirollet et al., 1983; Job and Margolis, 1984; Margolis and Job, 1984).

Neuritogenése

Des changements spécifiques dans le cytosquelette de microtubule et d’actine sont a
la base de linduction de la formation neuritique. L'observation des réarrangements du
cytosquelette durant l'initiation neuritique suggére l'importance du réle des microtubules

dans ce processus (Yu et al., 2001; Dehmelt et al., 2003).

Les microtubules auraient deux fonctions principales et distinctes durant Ila
neuritogenése : l'invasion de nombreux microtubules individuels dans le lamellipode entraine
linitiation neuritique tandis que leur assemblage aux extrémités, leur stabilisation et leur
regroupement en faisceaux permet I'élongation et la maturation des extensions neuritiques
naissantes (Smith et al., 2004).

L’élongation axonale

Des études pionniéres ont démontré que l'addition de nouveaux polyméres de
microtubules était nécessaire a la croissance rapide de I'axone (Daniels, 1975). L’addition de
microtubules pourrait résulter soit du transport de microtubules préassemblés du corps
cellulaire a I'axone en croissance (Lasek, 1986), soit d'un assemblage de nouveaux
polymeéres en cours de synthése en région distale de I'axone en croissance (Bamburg et al.,
1986). Les deux mécanismes semblent contribuer a [I'élaboration de microtubules

nécessaires a la croissance axonale.

La dynamique des microtubules dans le céne de croissance

Les études de neurones en culture ont révélé que les microtubules ont une
organisation particuliére a l'intérieur du céne de croissance. Les microtubules forment, dans
le corps axonal, un réseau dense et paralléle mais ont tendance a se défasciculer lorsqu’ils
entrent dans le domaine central du céne de croissance (Gordon-Weeks, 1991b, a; Tanaka
and Kirschner, 1991). lls adoptent une morphologie relativement droite dans les cones de
croissance en extension ou forment des boucles proéminentes quand les cones de
croissance sont dans une phase de repos (Tanaka and Kirschner, 1991; Abrous et al.,
2005). Tandis que les microtubules acétylés, stables et fasciculés, colonisent le cou et le

domaine central du céne de croissance, une sous-population de microtubules dynamiques,
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qui ont conservé leur tyrosine C-terminale, peuvent rapidement s’étendre et se rétracter des
régions riches en actine F dans le domaine périphérique des cones de croissance. Ces
microtubules s’alignent sur 'axe longitudinal des filopodes et entrent transitoirement dans
leur part proximale (Gordon-Weeks, 1991b, a; Schaefer et al., 2002) (figure 7). De plus, les
microtubules interagissent avec les structures intrapodiales de l'actine a lintérieur du
lamellipode et permettent une régulation réciproque des réseaux cytosquelettiques (Rochlin
et al., 1999).

ace-MTs

Figure 7 : Distribution du cytosquelette microtubulaire dans le cone de croissance (Extrait de Dent et
Gertler, 2003).

Les microtubules dynamiques (tyrosinés, Tyr-MTs) sont notamment présents a la périphérie du cone de
croissance dans les régions riches en F-actine. Les microtubules stables (acétylés, ace-MTs) sont limités au
domaine central du cone de croissance et ne colocalisent pas avec la F-actine.

Réle des microtubules et des filaments d’actine dans le transport neuronal

Les mouvements impliquant les microtubules et l'actine sont générés par une classe
de complexes enzymatiques ; les « moteurs moléculaires ». Ces protéines hydrolysent 'ATP
pour générer I'énergie nécessaire a la translocation de molécules le long des polymeéres. Les
moteurs moléculaires associés aux microtubules sont la dynéine (transport rétrograde) et les
kinésines (transport antérograde). Les seuls moteurs moléculaires associés a 1’actine
identifiés appartiennent a la famille des myosines. Chacune de ces molécules est formée
d’un domaine globulaire « moteur » qui hydrolyse I'ATP et interagit avec les microtubules ou
1T’actine F, et a lautre extrémité d'un domaine appelé « cargo » qui interagit avec les
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organites cytoplasmiques qu’il convoie le long des polymeéres (Karcher et al., 2002; Welte,
2004; Marx et al., 2005).

Polarité des microtubules dans les axones et dans les dendrites

Il existe une différence concernant la polarité des microtubules dans les axones et les
dendrites. Dans les axones, les microtubules sont tous orientés avec leur extrémité (+) vers
le cbne de croissance, alors que dans les dendrites, ils sont orientés dans les deux sens
(Baas et al., 1991). Cette hétérogénéité de polarité des microtubules dans les axones et les
dendrites est un des éléments permettant d’établir les différences fondamentales qui existent
entre ces deux types de prolongements, tant d’'un point de vue morphologique que

fonctionnel.

2214 Les protéines associées aux microtubules neuronaux (MAP

neuronales)

La réorganisation dynamique du réseau microtubulaire supporte et régule les
changements de forme permettant aux neurones d’acquérir leur morphologie fonctionnelle
spécifique durant le développement. Les protéines régulant les microtubules dans les
cellules agissent directement sur les microtubules en les stabilisant ou en promouvant leur
assemblage, dépolymérisation ou fragmentation, alors que d’autres contrélent la quantité de
tubuline libre pour moduler leur dynamique. Ces protéines stabilisant les microtubules sont

dites structurales. D’autres exercent un réle de moteur moléculaire.

La stabilisation microtubulaire est un processus essentiel durant la morphogenése
neuronale. De nombreuses protéines stabilisent les microtubules dans les cellules et
constituent différentes familles avec des propriétés moléculaires, biochimiques et
fonctionnelles spécifiques. La différence de composition en MAP dans les axones et les
dendrites a probablement une incidence sur la morphologie neuronale (Matus, 1990a, b).

Parmiles MAP structurales, on peut citer :
MAP1 :

Chez la plupart des vertébrés, les protéines MAP1 sont au nombre de 3 : MAP1A,
MAP1B et la plus Iégére MAP1S (Halpain and Dehmelt, 2006). Les protéines MAP1A et
MAP1B sont capables de promouvoir 'assemblage de la tubuline, de lier et de stabiliser les
MTs lors de leur exposition aux drogues dépolymérisantes (comme le nocodazole)
(Hirokawa, 1994; Bondallaz et al., 2006). Elles peuvent également interagir avec les
microfilaments d’actine (Togel et al., 1998; Noiges et al., 2002) et faire alors le lien entre ces
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deux éléments du cytosquelette. La protéine MAP1S difféere des autres MAP1 : seule sa
chaine légére posséde un domaine de liaison aux MTs a son extrémité amino-terminale. Elle
est également capable de lier les filaments d’actine via son domaine de liaison situé sur la

chaine légére.

L’expression des MAP1 est fortement régulée au cours du développement : la protéine
MAP1B est exprimée majoritairement au stade précoce du développement neuronal puis son
taux d’expression diminue chez l'adulte. Le profil d’expression de MAP1A est l'inverse de
celui de la protéine MAP1B (Schoenfeld et al., 1989; Tucker et al., 1989). MAP1S, quand a
elle, est une protéine ubiquitaire et son profil d’expression se rapproche de celui de la
protéine MAP1A (Orban-Nemeth et al., 2005).

La protéine MAP1A est fortement exprimée au niveau des dendrites et joue un rdle
dans le contréle de la synaptogénése ; 'augmentation croissante de sa concentration est
concomitante avec I'expansion de l'arborisation dendritique (Szebenyi et al., 2005). La
protéine MAP1B est présente dans tous les compartiments neuronaux, elle est retrouvée de
maniére prépondérante au niveau des axones en développement et de leurs cbnes de
croissance (Black et al., 1994). Les neurones de souris invalidées pour le géne codant pour
MAP1B migrent de maniére anormale et présentent des défauts de croissance (Edelman et
al., 1996). La protéine MAP1B peut étre phosphorylée : on observe alors une diminution de
la stabilit¢ des MTs (Goold et al., 1999). MAP1B joue donc un rble essentiel dans la
croissance axonale en influengant I'équilibre stabilité / dynamique des microtubules au

niveau des cbnes de croissance.
MAP2 :

Chez les mammiféres, la famille MAP2 est composée de différentes isoformes (de haut
poids moléculaire et de plus bas poids moléculaire) hautement exprimées dans le systéme
nerveux central (Neve et al., 1986). Les protéines MAP2 peuvent lier les MTs et réguler leur
dynamique en les stabilisant (Kaech et al., 2001). Cette liaison aux MTs dépend de I'état de
phosphorylation des protéines MAP2 : les MAP2 non phosphorylées ou hyper-phosphorylées
ne s'associent plus aux MTs (Brugg and Matus, 1991). Le domaine de liaison aux MTs est
également impliqué dans [linteraction des MAP2 avec les microfilamants d’actine.
Cependant, le réle de MAP2 dans la liaison du cytosquelette d’actine aux MTs reste a établir
(Roger et al., 2004). Les protéines MAP2A et MAP2B sont exclusivement exprimées dans le
soma et les dendrites des neurones (Caceres et al., 1984a; Caceres et al., 1984b). MAP2B
est exprimée tout au long du développement du systéme nerveux et persiste a 'age adulte
alors que MAP2A est majoritairement exprimée dans le cerveau adulte (Tucker et al., 1988).
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MAP2C est lisoforme juvénile des MAP2 : son expression diminue trés t6t au cours du
développement neuronal (Doll et al., 1993).

L’inhibition de I'expression de MAP2 dans des neurones primaires différenciés, grace a
des oligonucléotides anti-sens, entraine une diminution du nombre de neurites ainsi qu'une
désorganisation du réseau microtubulaire neuritique (Sharma et al., 1994). Les protéines
MAP2 semblent donc étre impliquées dans la morphogénése neuronale. Cependant, les
souris invalidées pour le géne codant pour les protéines MAP2 ne présentent aucune
anomalie dans l'organisation du systeme nerveux central (Teng et al., 2001), ni dans la
polarisation des neurones. Un raccourcissement des dendrites de ces neurones est

cependant remarqué apres plusieurs semaines de culture.

L’absence des protéines MAP2 dans des neurones en culture et dans I'animal entier
n’aboutit pas au méme phénotype, probablement a cause d’'une compensation par d’autres
MAPs. En effet, des souris doublement déficientes pour les génes map2a et mapib
présentent des défauts de la croissance neuronale, plus séveres que ceux observés chez les

souris simplement invalidées pour le gene map1b (Teng et al., 2001).

- Les protéines STOP (Stable Tubule Only Polypeptide) ou MAP6 qui seront décrites

plus en détail dans le chapitre suivant.
-Tau:

Chez les mammiferes, la protéine Tau est codée par un seul géne. Ses six isoformes
sont exprimées de facon différentielle dans les neurones durant le développement et sont
capables, in vitro et in vivo, de stabiliser les microtubules contre le désassemblage induit par
les drogues dépolymérisantes (Drubin and Kirschner, 1986a; Drubin and Kirschner, 1986b).
Toutes les isoformes de Tau sont capables de lier les MTs, de les stabiliser et de les
protéger contre les « catastrophes » en favorisant 'assemblage de tubuline a leur extrémité
positive (Trinczek et al., 1995). La liaison aux MTs des protéines Tau est fortement
régulée par leur état de phosphorylation qui inhibe leur association avec les MTs (Cho and
Johnson, 2003).

Dans des cas pathologiques, comme par exemple dans la maladie d’Alzheimer, la
protéine Tau est hyper-phosphorylée et forme des agrégats dans le neurone entrainant une
«dystrophie» des neurites (Grundke-lgbal et al.,, 1986b; Grundke-lgbal et al., 1986a;
Stoothoff and Johnson, 2005). Les protéines Tau sont essentiellement localisées dans les
axones. Elles semblent jouer un réle majeur dans la maturation neuronale (Binder et al.,
1985). L’inhibition de I'expression des protéines Tau par des oligonucléotides anti-sens

entraine un ralentissement de la croissance axonale dans des cultures primaires de
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neurones (Caceres and Kosik, 1990). Cependant, I'invalidation du géne tau chez la souris,
n‘entraine pas de pousse ralentie des axones, excepté au niveau des axones de petits
calibres ou la proportion de Tau est normalement supérieure par rapport aux autres MAPs
(Harada et al., 1994). Des phénoménes compensatoires peuvent expliquer cette absence de
défauts. En effet, ces souris présentent une augmentation de I'expression de MAP1A
(Dawson et al., 2001). De plus, les souris doublement déficientes pour les protéines Tau et
MAP1B ont des défauts plus séveres que les souris simplement déficientes soit pour Tau
soit pour MAP1B. Ces résultats mettent clairement en évidence que ces deux protéines ont
des fonctions redondantes dans I'organisation des MTs au niveau de la différenciation
neuronale (Takei et al., 2000). Enfin, la protéine Tau se lie aux MTs et organise la polarité
neuronale (Greenberg et al., 1994). Sur des cultures primaires de neurones, les neurites se
développant au cours des premieres heures qui suivent la mise en culture sont indifférenciés
et contiennent a la fois la protéine tau et la protéine MAP2. Lorsque les neurones
commencent a se polariser, la protéine tau devient prépondérante dans le prolongement qui

deviendra 'axone (Kosik et al., 1989).
Doublecortine :

La Doublecortine (DCX) est une MAP de 40 kDa exprimée dans les neurones en
migration dans le systéme nerveux central et périphérique pendant le développement
embryonnaire postnatal. Elle stimule la formation de faisceaux paralleles de MTs, in vitro et
in vivo (Francis et al., 1999) et stabilise également les MTs en inhibant leur dépolymérisation
et en favorisant leur nucléation (Moores et al., 2004; Moores et al., 2006). Comme chez les
autres MAPs, la phosphorylation de DCX modifie ses propriétés : inhibition de la liaison aux
MTs et de I'effet sur leur polymérisation (Schaar et al., 2004; Tanaka et al., 2004a; Tanaka et
al., 2004b). La protéine DCX est exprimée pendant le développement embryonnaire et se
localise dans la partie distale des neurites en croissance des neurones immatures en cours
de migration (Gleeson et al., 1999; Schaar et al., 2004). Ce patron d’expression montre que
la protéine DCX joue un réle central dans la différentiation et la migration neuronale. En effet,
les cellules déficientes en DCX ont plus de branchements dendritiques, des défauts de
translocation nucléaire et des taux plus faibles de migration (Kappeler et al., 2006; Koizumi
et al., 2006b; Koizumi et al., 2006a; Kappeler et al., 2007).

Chez 'homme et la souris les mutations de la DCX sont responsables du Syndrome de
la Lissencéphalie de type I lié au chromosome X (maladie caractérisée par un retard mental
et des crises d’épilepsie sévéres). Les principales caractéristiques sont des défauts sévéres
dans la migration des neurones corticaux (des Portes et al., 2004). La plupart des mutations

mises en évidence dans cette pathologie se situent au niveau du domaine de liaison aux
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MTs de la protéine DCX (Taylor et al., 2000). De fagon surprenante, des souris exprimant
des formes mutées de DCX n’ont pas de malformations corticales mais possédent des
anomalies de lamination de I'hippocampe (Corbo et al., 2002, Kappeler et al., 2006). La
distance de migration des neurones est beaucoup plus importante chez ’'Homme que chez
la souris, ce qui pourrait expliquer la plus grande sensibilité chez 'lHomme de I'absence de
DCX (Kerjan and Gleeson, 2007). DCX apparait ainsi comme un facteur essentiel a la
maintenance de la morphologie bipolaire des neurones, elle-méme nécessaire a leur propre
migration durant le développement. La capacité de contrdler la morphologie neuronale
durant la migration suggére aussi un réle dans la morphogénése neuronale a des stades

plus tardifs de différenciation.

o Compensations et/ou régulations des protéines stabilisatrices entre elles

Les protéines MAP1B, MAP2 et Tau sont des protéines essentielles dans la
stabilisation des MTs, nécessaires au développement neuronal. Chacune de ces protéines a
une fonction spécifique a chaque étape du développement neuronal. Elles ne sont pas
toutes associées au méme moment et en permanence aux MTs neuronaux. Mais elles
peuvent avoir des roles redondants ou coopératifs ainsi qu’en association avec les protéines
DCX et STOP. Alors que linhibition de Tau dans les neurones empéche I'élongation
neuritique, les souris déficientes en protéine Tau ne présentent aucun défaut. En revanche,
une augmentation de la protéine MAP1A est observée chez ces souris (Harada et al., 1994;
Dawson et al., 2001) et pourrait expliquer le phénotype observé. Les souris doublement
déficientes en MAPs classiques ont des défauts plus sévéres que les souris simplement
déficientes, expliquant que l'activité des différentes MAPs semble pouvoir se compenser
(DiTella et al., 1996; Takei et al., 2000; Teng et al., 2001).

La protéine DCX coopére avec MAP2 pour stabiliser les MTs pendant la formation des
neurites, en ayant des activités différentes. La protéine MAP2 semble augmenter la stabilité
des MTs pour permettre la formation des neurites alors que DCX semble induire la formation
de faisceaux de MTs, contrélant la segmentation du lamellipodes pour permettre la formation
des filopodes. L’inhibition de MAP2 empéche la naissance des neurites alors que la
déplétion de DCX dans les neurones corticaux augmente le nombre de neurites (Bielas and
Gleeson, 2004; Bielas et al., 2007). La coopération de ces différentes MAP est clairement

nécessaire au cours du développement neuronal.

51



22.2 Les protéines STOP

2.2.2.1 Historique

Les microtubules stables possédent la propriété de résister aux conditions
dépolymérisantes comme le traitement aux drogues dépolymérisantes (nocodazole...) ou
I'exposition aux basses températures (<15°C). Les cellules de mammiféres renferment une
quantité abondante de microtubules stables particuliérement au niveau des extensions
neuritiques des cellules neuronales (Baas et al., 1991; Baas and Joshi, 1992). L’origine et la
signification d’'une telle stabilité des microtubules sont cependant incertaines. Il semblerait
que les microtubules stabilisés soient nécessaires a la génération et au maintien de la
morphologie neuronale mais aussi a I'établissement de connexions interneuronales sur de

longues distances (Guillaud et al., 1998).

Les MAPs classiques (MAP1, MAP2, Tau) sont les principaux facteurs responsables
de la stabilité des microtubules, capables de les protéger de la dépolymérisation induite
indirectement par le nocodazole. Néanmoins, ils sont incapables de conférer une stabilité a
I'exposition au froid, méme quand ils sont additionnés a de fortes concentrations dans des
cellules vivantes (Pirollet et al., 1983; Baas et al., 1994). La stabilité au froid ne proviendrait
pas d’'une dénaturation des microtubules et les facteurs responsables de cette stabilisation
seraient distincts de la tubuline. La recherche de ces facteurs a permis d’identifier les
protéines STOP (Stable Tubule Only Polypeptide) chez les vertébrés. Elles ont été
initialement isolées a partir de préparations de microtubules stables au froid de cerveau de
rat et caractérisées comme responsables de leur résistance a la dépolymérisation induite par
le froid (Job et al., 1982). La production d’anticorps monoclonaux spécifiques a permis de
purifier celle-ci en plus grande quantité sur colonne d'immunoaffinité (Margolis et al., 1986;
Pirollet et al., 1989). Parallélement, il a été montré que I'activité stabilisatrice des protéines
STOP était inhibée par le complexe Ca?'/calmoduline et par la phosphorylation a I'aide de
deux types de protéines kinases, I'une étant dépendante du complexe Ca?*/calmoduline et
l'autre non (Job et al., 1981; Job and Margolis, 1984; Margolis and Job, 1984; Pirollet et al.,
1992).

Par la suite, des expériences in vitro ont permis de montrer que la protéine STOP
purifiée était capable de stabiliser les microtubules vis-a-vis du désassemblage induit par
leur dilution. Des expériences d'immunofluorescence ont révélé qu’elle était spécifiquement
associée aux microtubules du fuseau mitotique des neurones des ganglions de la racine
dorsale (DRG pour « Dorsal root ganglion »), particulierement a la sous-population
microtubulaire résistantes aux basses températures (Margolis et al., 1990).
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2.2.2.2 Les différentes isoformes des protéines STOP

Les protéines STOP sont codées par un seul géne qui a été localisé chez la souris
(gene mtap6) au niveau de la région E2-F1 du chromosome 7 (Denarier et al., 1998b). Ce
gene est composé de quatre exons (Denarier et al., 1998b). L’exon 1 code pour la région N-
terminale et la région répétée centrale (figure 9). Cette région est composée de cinq
répétitions d’'une séquence de 46 acides aminés chez le rat (Bosc et al., 1996). Quatre
répétitions sont homologues a 98% par rapport a la séquence consensus la cinquiéme
présentant une légére divergence (72% d’homologie). Le nombre de séquences répétées
peut varier d’'une espéce a l'autre et dans une espéce donnée. L'exon 2 et 'exon 3 codent
respectivement pour un domaine « Linker », région de liaison sans particularité, et un
domaine basique, riche en résidus lysine et arginine (KR). L'exon 4 code pour la région
répétée C-terminale constituée de 28 répétitions imparfaites d’'une séquence de 11 acides

aminés. Ce nombre varie aussi selon les espéces (31 pour 'lhomme).

Actuellement, cinq isoformes de la protéine STOP ont été mise en évidence N-STOP,
E- STOP, F-STOP, O-STOP et A-STOP (figure 8) (Bosc et al., 1996; Denarier et al., 1998a;
Guillaud et al.,, 1998; Galiano et al., 2004). Les différents variants tissulaires et
développementaux des protéines STOP sont générés par épissage alternatif ou utilisation de
promoteurs distincts (Aguezzoul et al., 2003).
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Figure 8 : Présentation des différents antigénes de STOP contenus dans des cultures d'oligodendrocytes et
d'astrocytes (d'aprés Galiano et al, 2004).

a: immunoblots d’extraits protéiques de cerveaux de souris (brain), de cellules NIH 3T3 (NIH 373),
d’oligodendrocytes (oligodendrocyte), et d’astrocytes (astrocyte) révélés avec I’anticorps 23C. b : immunoblots
de proteines immunoprécipitées a partir d’extraits cellulaires d’oligodendrocytes et de NIH 3T3 et révélés par
’anticorps 175. L’anticorps 175 purifié et utilisé pour immunoprécipiter les différentes isoformes de STOP fait
office de contrdle interne. ¢ : représentation schématique des différents domaines structuraux de la protéine N-
STOP. Les épitopes reconnus par les anticorps 23N, 23C, 136, 139, CaM1, CaM2, CaM3, 136, 139, 2023, 296 et
175 sont représentés sur le schéma. d : tableau representatif des differents fragments protéiques des isoformes de
STOP (N-STOP (120 kDa), O-STOP (89 kDa), E-STOP (79 kDa), A-STOP (66 kDa) et F-STOP (42 kDa))
reconnus par les anticorps spécifiques des protéines STOP. + : immunoréactivité de I’anticorps avec le fragment
protéique, — : absence d’immunoréactivité de 1’anticorps avec le fragment protéique.

2.2.2.3 Les isoformes neuronales N-STOP et E-STOP

e Structure moléculaire des isoformes neuronales

Deux isoformes neurospécifiques ont été initialement caractérisées chez le rat: une
isoforme neuronale précoce E-STOP (Early-STOP) et une isoforme neuronale adulte N-
STOP (Neuronal-STOP) (Bosc et al., 1996; Guillaud et al., 1998) (figure 9). L’isoforme N-
STOP ne présente aucune homologie avec les MAPs décrites jusqu’a présent. C’est une
protéine basique sur toute sa longueur (pHi = 9,52) et de 145 kDa chez la souris (952 acides

aminés). Elle renferme cing répétitions centrales (quatre chez la souris) et une région C-
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terminale compléte. L’isoforme E-STOP de souris a un poids moléculaire apparent de 79
kDa apparent. Elle résulte de la transcription des 3 premiers exons a partir du méme
promoteur que N-STOP et est donc dépourvue de la région C-terminale.

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4

| Enéti | séoion ! 1 |
ud » L) - .
ntral «linker » KR repetitions C-terminales

| LI L] TN JCCRCERCINL) o ety
N

I HEgRE | ESTOP (sours)

Figure 9 : Représentation schématique des isoformes neuronales N- et E-STOP de souris.
Le gene codant pour les protéines N- et E-STOP est composé de 4 exons (Exon 1 a 4). La protéine E-STOP est
dépourvue des répétitions carboxy-terminales.

o Expression et Ilocalisation tissulaires, cellulaires et subcellulaires des

isoformes neuronales

L’expression des isoformes N-STOP et E-STOP est spécifique des neurones mais de
maniére différentielle au cours du développement (Guillaud et al., 1998). N-STOP est
exprimée majoritairement et uniquement dans le cerveau adulte alors que I'expression d’E-
STOP est majoritaire dans le cerveau embryonnaire puis persiste en moindre quantité dans
le cerveau adulte. Les protéines STOP neuronales sont exprimées dans toutes les régions
du cerveau mais sont particulierement enrichies dans les glomérules du bulbe olfactif, la
couche VII du cortex, I'hippocampe, I'hypothalamus et le cervelet (Andrieux et al., 2002;
Couegnas et al., 2007). Dans les neurones des DRGs et les neurones sympathiques de rat
en culture, les protéines N- STOP et E-STOP sont majoritairement associées aux
microtubules axonaux stables, détyrosinés et acétylés (Bosc et al., 2001). L’analyse de la
distribution des isoformes neuronales en microscopie électronique confirme qu’elles sont
associées et réparties de fagon homogéne sur toute la longueur des microtubules axonaux.
En revanche, dans les neurones sympathiques, 'immunoréactivit¢ STOP décroit au fur et a
mesure que l'on s’approche de l'extrémité distale de I'axone et du cbne de croissance
(Guillaud et al., 1998; Slaughter and Black, 2003). Ces résultats suggérent que la répartition
intra-axonale des protéines STOP peut varier suivant la population neuronale considérée. Au
niveau de la région CAIl de I'hippocampe, les protéines STOP sont détectables dans les
axones et sous forme de marquage dispersé dans les épines dendritiques (Andrieux et al.,
2002). L'analyse de synaptosomes montre que les protéines STOP sont préférentiellement
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associées aux structures pré- ou postsynaptiques insolubles telles que les radeaux lipidiques

ou la cytomatrice.

e Fonction des isoformes neuronales

La transfection de '’ADNc des isoformes N-STOP dans des cellules HelLa, dépourvues
de STOPs endogénes et de microtubules stables, entraine I'association de N-STOP aux
microtubules a 37°C, I'apparition de résistance des microtubules au froid et au nocodazole.
(Bosc et al., 1996) (figure 10). Les protéines STOP neuronales sont donc impliquées dans la

régulation de la dynamique des microtubules et leur stabilité.

Dans les cellules PC12 différenciées, I'inhibition des protéines STOP par des anticorps
dirigés contre I'extrémité N-terminale (23N) ou C-terminale (23C) de leurs répétitions
centrales ou par des oligonucléotides antisens microinjectés abolit la stabilité au froid et la
résistance au nocodazole des microtubules dans les neurites, sans entrainer de
modifications de leur structure en conditions physiologiques de culture (37°C), ni altérer la
morphologie neuritique (Guillaud et al., 1998). Les neurites peuvent donc survivre en
absence de microtubules complétement stables, du moins durant le temps de I'expérience.
Par contre, l'inhibition de STOP dans des cellules qui ne sont pas encore différenciées
affecte directement les mécanismes de la formation neuritique. Les protéines STOP seraient
ainsi nécessaires a I'induction de la neuritogenése ou exerceraient un role indirect dans la
différenciation neuronale. Une fonction similaire a été décrite pour MAP1B, MAP2 et Tau
(Caceres et al., 1991; Caceres et al., 1992; Brugg et al., 1993; Sharma et al., 1994).
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A Tubuline STOP

B 4°C Nocodazole

Figure 10 : Stabilisation des microtubules des cellules HeLa aprés transfection de ’ADNc¢ de NSTOP.

Les cellules HeLa sont transfectées avec I’ADNc codant pour la protéine N-STOP. Apres 48 h, les cellules sont
soit immédiatement fixées (A) soit exposées au froid (4°C) soit au Nocodazole 10uM (B). A : Les cellules Hela
sont doublement marquées a 1’aide d’un anticorps anti-tubuline (Tubuline) et d’un mélange d’anticorps dirigés
contre la protéine N-STOP. B : Marquage de la tubuline apres exposition au froid (4°C) ou au Nocodazole des
cellules HeLa transfectées. D’apres Bosc ef al, 1996.

La protéine STOP peut étre phosphorylée par la kinase CaMKII
(Ca2*/calmoduline~dependent kinase Il), enzyme clef de la plasticité synaptique (Bosc et al.,
1996; Baratier et al., 2006). La forme phosphorylée de STOP (STOP-P) présente des
propriétés différentes de celles des formes non phosphorylées. En effet, STOP-P ne se lie
plus aux microtubules in vitro (Baratier et al., 2006). De plus, dans des neurones primaires
d’hippocampe agés de 12 jours en culture, STOP phosphorylée est localisée de fagon
diffuse dans des régions dépourvues de microtubules, notamment au niveau de points de
branchement axonaux et de boutons dendritiques (figure 11). D’autre part, I'activation des
neurones par une exposition au glutamate de 15 min aboutit a une augmentation du
marquage de la STOP-P dans les épines dendntiques, et I'exposition a I'inhibiteur KN62 des
kinases dépendantes de la calmoduline conduit, au contraire, a sa suppression (Baratier et
al., 2006).
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Figure 11 : Localisation de la protéine STOP phosphorylée dans des neurones d’hippocampe différenciés
(d’aprés Baratier et al, 2006).

Double immunomarquage de la protéine STOP phosphorylée ou non sur le site P2 (STOP-P et STOP, vert) et de
la tubuline (rouge) dans les boutons dendritiques (“Neuritic network’) (A) ou les points de branchements
axonaux (“Branching point”). La phosphorylation de STOP entraine sa délocalisation du réseau microtubulaire.

La phosphorylaton de la STOP par la CaMKIl et la liaison au complexe
Ca2+/calmoduline constituent ainsi deux moyens de régulation de sa fonction stabilisatrice
des microtubules. Etant donné le réle clé de la CaMKIl au sein de I'élément post-synaptique,
cette régulation serait sirement nécessaire a I'établissement de la plasticité synaptique. Les
protéines STOP semblent aussi pouvoir jouer un role de régulateur de la dynamique du
cytosquelette, en interagissant avec les microtubules selon leur état de phosphorylation.

Dans des fibroblastes, a faible taux d’expression, N-STOP se localise au niveau de
'appareil de Golgi mais sa plus forte expression au cours du temps favorise la localisation
microtubulaire et masque ainsi sa localisation golgienne. La délétion des 20 premiers acides
aminés du domaine N-terminal de N-STOP supprime sa localisation golgienne a faible taux
d’expression et démontre I'implication du domaine N-terminal de N- STOP dans son ciblage
a lI'appareil de Golgi (Gory-Faure et al., 2006). Il a ét¢é montré que N- STOP pouvait étre
palmitoylée et que cette modification était indispensable a son ciblage a I'appareil de Golgi
(Windscheid, communication personnelle). La palmitoylation du domaine N-terminal de N-
STOP pourrait médier son interaction avec des vésicules ou du matériel membranaire autres
que l'appareil de Golgi et serait potentiellement importante pour sa fonction au niveau des

synapses.

223 Les souris invalidées pour le géene de la protéine STOP:
modéle animal pour I’étude de la schizophrénie

Des études ont mis en évidence qu’un géne associé a la schizophrénie, le géne DISC-
1 code pour une protéine associée au centrosome, capable d’interagir avec des protéines

associées aux microtubules (Morris et al., 2003; Porteous et al., 2006; Sawamura and Sawa,
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2006; Blackwood et al., 2007; Clapcote et al., 2007; Mackie et al., 2007; Roberts, 2007). Ce
résultat souligne limplication des dérégulations du cytosquelette neuronal dans le
déclenchement des maladies psychiatriques comme la schizophrénie.

L’association entre les polymorphismes du géne stop et la schizophrénie (Shimizu et
al.,, 2006) a été soulevée chez les patients humains schizophrénes. Afin de mieux
comprendre le réle des protéines STOP et la stabilitt des microtubules dans la fonction
neuronales, les souris KO STOP (S™) ont été développées comme modéle animal pour
I'étude de la physiopathologie de la schizophrénie.

2.2.3.1 Génération des souris KO STOP

Afin d’analyser le role des protéines STOP au niveau de I'animal entier, des souris
délétées pour le géne codant pour les protéines STOP (souris S™) ont été produites dans
notre laboratoire (Andrieux et al., 2002). Afin d’inhiber I'expression de toutes les isoformes
de la protéine STOP, I'exon 1 du géne stop a été remplacé par recombinaison homologue
avec une cassette contenant un géne rapporteur (B-galactosidase), sous le contréle du
promoteur endogéne de N- et E-STOP (figure 12), suivi du géne de la tyrosine kinase
conférant la résistance a la néomycine. Les souris homozygotes générées sont viables et

n’expriment aucune des isoformes de protéine STOP.
2.2.3.2 Présentation des troubles schizoides de la souris KO STOP

o Altérations cérébrales anatomiques et moléculaires

Les premiers résultats obtenus in vivo n’ont fait le constat d’aucun défaut anatomique
ou neurodéveloppemental du systéme nerveux central. Les couches cellulaires du glomérule
du bulbe olfactif, du cervelet et de I'hippocampe sont organisées normalement ainsi que les
champs de tonneaux du cortex somatosensoriel (Andrieux et al., 2002). Il existe toutefois
une diminution du volume du striatum, des noyaux thalamiques et de certaines régions
corticales. Aucune diminution de volume de I'hippocampe n’a été a ce jour démontrée chez
les souris S™ (Powell et al., 2007).
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Figure 12 : construction génomique de I’invalidation du géne STOP dans la souris (d’aprés Andrieux et al,
2002).

Cependant ces analyses de volume région spécifique ont été menées par histologie et
demandent a étre confirmées par des techniques plus performantes comme la stéréologie.
Au niveau du bulbe olfactif, une augmentation du nombre de glomeruli (faisceaux d’axones
des neurones olfactifs) accompagnerait la diminution de la taille de ces derniers et du
nombre de ramifications axonales glomérulaires. Ceci dénote un éventuel probleme de
maturation axonale (guidance, remaniement axonal, maturation morphologique...)

directement relié a 'absence de la protéine STOP dans ces neurones (Richard et al., 2009).

Afin de déterminer si I'absence de protéine STOP engendrait des défauts dans
I'organisation de la synapse, une analyse ultrastructurale des synapses de la région CAl de
I'hippocampe des souris S™ a été réalisée en microscopie électronique et a révélé que le
pool en vésicules présynaptiques était réduit de moitié (Andrieux et al., 2002). Par ailleurs,
une diminution de I'expression de certaines protéines présynaptiques telles que la
synaptophysine, GAP 43 (Growth associated protein 43), du transporteur vésiculaire
glutamatergique de type 1 (VGlut /) et de protéines postsynaptiques comme la spinophiline a
été mise en évidence chez les souris S au niveau de I'hippocampe et du cervelet
(Eastwood et al., 2007).

o Troubles comportementaux

La délétion du géne STOP chez la souris induit des altérations comportementales

sensibles aux neuroleptiques (NL) et a I'épothilone D, un agent stabilisateur des
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microtubules (Andrieux et al., 2006). Parmi ces altérations, nous pouvons retrouver les 3
types de troubles comportementaux : troubles positifs, négatifs et cognitifs (désorganisés).

Parmi les troubles positifs, nous pouvons citer une hyperlocomotion basale et une
hyperréactivité en réponse a un stress aigu et en réponse a I'injection d’amphétamine et une
activité fragmentée : perturbation des phases de repas et de sommeil, accompagnées de
transitions plus importantes entre hyperlocomotion et prostration (Andrieux et al., 2002; Brun
et al., 2005).

Parmi les troubles négatifs, nous retrouvons une altération du comportement social et
maternel, un retrait social sévére. De plus, ces souris présentent également des
perturbations de l'intégration sensorimotrice, des troubles du réflexe inhibiteur post-stimuli
(PPI : Pre Pulse Inhibition) (Fradley et al., 2005).

Au niveau cognitif, les souris S” présentent de nombreux déficits lors de test mettant
en jeu les capacités cognitives ne pouvant étre atténués par les antipsychotiques. On peut
citer par exemple un déficit dans la mémoire de travail spatiale dans le paradigme du
labyrinthe en Y (Begou et al., 2008) mais aussi lors d’'un apprentissage spatial comme dans
le test de reconnaissance d’'un nouvel objet (Powell et al., 2007). Ce profil de résistance aux
neuroleptiques est aussi retrouvé chez les patients humains schizophrénes (Hagan and
Jones, 2005). Les anomalies retrouvées au niveau locomoteur n’apparaissent que chez les

souris S”" pubéres (Begou et al., 2007).

e Altérations neurochimiques

Les souris S’ présentent également une hyperréactivitt dopaminergique,
préférentiellement dans le systéme limbique (Brun et al., 2005). Alors que les concentrations
basales de la dopamine (DA) extracellulaire ne sont modifi€ées ni dans le striatum, ni dans le
Noyau accumbens (NAcc), I'efflux de DA provoqué par des stimulations électriques mimant
un stimulus physiologique est sélectivement augmenté dans le NAcc. Ainsi, les altérations de
lefflux de DA affectent le systéeme dopaminergique impliqué dans les processus de
réecompense et de motivation sans toucher le systéme dopaminergique impliqué dans le
contr6le moteur. L’hyperactivité dopaminergique serait due a une libération plus importante
de DA, alors que la recapture de DA et les mécanismes d’autoinhibition semblent normaux.
Ces résultats semblent encore controversés par les études de Bouvrais-Veret et al, qui ne
montrent aucune différence dans les densités des transporteurs vésiculaires et non
vésiculaires dopaminergiques ainsi que des récepteurs D,. Par contre, la quantité de
récepteurs D, et D; et le taux endogéne de dopamine diminueraient dans plusieurs régions
ainsi que la recapture et ce, spécifiquement dans le NAcc (Bouvrais-Veret et al., 2007).
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Au niveau de lactivité cérébrale de base, le métabolisme glucidique semble
significativement augmenter au niveau du cortex olfactif, de 'hypothalamus ventromédian et
antérolatéral, de [laire segmentale ventrale et de la substance noire compacte.
L’hyperactivité basale de ces structures reflete bien, de fagon générale, I'hyperdopaminergie
observée, l'altération des processus olfactifs et les troubles du sommeil observés chez les
souris S et les patients schizophrénes humains. Des augmentations non significatives du
métabolisme glucidique (9 a 19%) sont aussi retrouvées dans le systeme olfactif, la CA1, et

le raphé dorsal (Hanaya et al., 2008).

La réduction du pool vésiculaire glutamatergique dans les synapses va en faveur de
'hypothése hypoglutamatergique de la schizophrénie. En effet, les neurones des régions
CA1 de Tl'hippocampe présentent une neurotransmission basale et une “paired-pulse
facilitation” normale mais des défauts sévéres des processus de plasticité synaptique :
potentialisation et dépression a long terme (LTP et LTD) et potentialisation a court terme
(PTP) (Andrieux et al., 2002). Une étude en HPLC avec des marqueurs radioactifs a
démontré que la diminution du relargage glutamatergique dans les fentes synaptiques
provoquait a premiére vue une activation moindre des récepteurs post-synaptiques ainsi
qu'une augmentation du métabolisme glutaminergique au voisinage des parties post-
synaptiques (Brenner et al., 2007). Nous retrouvons aussi cette caractéristique
hypoglutamatergique chez les patients humains schizophrénes qui présentent a la fois une
hypoactivité hippocampale ainsi qu’'une réduction du métabolisme glutamatergique (voir
paragraphe « symptomatologie cérébrale et intégrative de la schizophrénie »).

o Effets des neuroleptiques

Les souris S” ont été traitées a long terme avec des neuroleptiques (NL) typiques
(chlorpromazine, haloperidol) et atypiques (rispéridone, clozapine), couramment utilisés pour
le traitement clinique de la schizophrénie humaine. Ces agents antipsychotiques puissants,
antagonistes des récepteurs dopaminergiques et des recapteurs de la sérotonine, sont
capables de bloquer la transmission dopaminergique et au contraire d’augmenter le taux de
sérotonine dans le cerveau. Ces traitements ont induit des améliorations des déficits
comportementaux et synaptiques des souris S™ en cohérence avec leurs effets cliniques
propres (Andrieux et al., 2002; Begou et al., 2008; Delotterie et al.).

e Conclusion

La souris S7", modéle animal pour I'étude de la schizophrénie présente donc & la fois
des troubles anatomiques cérébraux, des troubles neurochimiques et des déficits

comportementaux largement équivalents aux patients schizophrénes humains. L'utilisation
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d’un bon modéle murin de schizophrénie comme les S™ pour l'investigation des processus
moléculaires, cellulaires et tissulaires a l'origine des troubles anatomiques et fonctionnels
cérébraux permet dapprofondir la connaissance concernant la nature des altérations

neurodéveloppementales responsables de la mise en place de la schizophrénie.
224 Autres modéles animaux pour I’étude de la schizophrénie

2.2.4.1 Modéles pharmacologiques

Les modéles pharmacologiques sont les premiers modéles animaux développés a
partir des effets psychomimétiques de certaines drogues et des dysfonctionnements
neurochimiques observés dans la schizophrénie. On peut par exemple citer les modéles
dopaminergiques reposant sur linjection d’agonistes dopaminergiques comme
'amphétamine ou la metamphétamine. Cette injection provoque chez le rat des troubles
mimant les symptomes positifs de la schizophrénie (Hyperlocomotion, stéréotypies), des
troubles du traitement de I'information (déficit du PPI) (Bakshi and Geyer, 1995; Arai et al.,
2009) qui peuvent étre reversés lors de l'utilisation de neuroleptiques.

Il existe aussi des modéles reposant sur la perturbation du systéme glutamatergique
par I'injection d’antagonistes non compétitifs des récepteurs NMDA comme la kétamine et le
phencyclidine (PCP) (Jentsch and Roth, 1999). Ces modéles présentent un panel de
troubles étendus incluant les différentes sphéres de la symptomatologie de la schizophrénie.
On peut par exemple citer des troubles de type positif (augmentation de [lactivité
locomotrice, stéréotypie), de type attentionnel (déficit du PPI), de type cognitif (déficits des

apprentissages associatifs et mémoire de travail).

Ces modeéles présentent un grand intérét par leur facilit¢ de mise en ceuvre et dans la
similarité des symptdmes pouvant étre induit chez I'animal. Néanmoins, la schizophrénie est
une pathologie avec un décours temporel chronique et évolutif et ce paramétre reste un

facteur limitant pour ce type de modéle.

2.2.4.2 Modéles neurodéveloppementaux

Avec la mise en place de I'hypothése neurodéveloppementale, la conception des
modéles animaux pour étudier la schizophrénie a évolué. Certains modéles animaux ont été
mis au point en altérant le développement cérébral précoce afin de provoquer des troubles
mimant les symptdmes de la schizophrénie. Différentes modalités ont été utilisées dans la
modélisation animale : perturbations cytoarchitecturales, manipulation génétique et modéles
basés sur I'exposition maternelle a différents types de stress.
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e Modéles lésionnels

Ces modeles reposent sur des perturbations précoces de la connectivité et de la
plasticité neuronale. Un des modéles le plus reconnu est le rat avec une Iésion néonatale de
'hippocampe ventral (LNHV), développé en 1993 par Barbara Lipska, basé sur une
perturbation cérébrale précoce aboutissant a une dysconnectivité cortico-limbique. Cette
perturbation est réalisée par linjection bilatérale d’acide iboténique dans I'hippocampe
ventral chez le rat a sept jours. Ce modéle présente de multiples altérations pouvant étre
liees aux différentes dimensions symptomatologiques présentes chez les patients
schizophrénes (Lipska et al., 1993; Lipska and Weinberger, 1993). Pendant la période pré-
pubére, les animaux présentent des troubles au niveau de I'apprentissage spatial et de la
mémoire de travail et des déficits d’interaction sociale. A la puberté, des troubles mimant
plutét la dimension positive, comme I'hyperréactivité locomotrice en réponse a l'injection
d’amphétamine, se rajoutent a cet ensemble d’anomalies. Le rat LNHV est un modéle
robuste largement validé dont l'utilisation est limitée, au niveau pratique, par la difficulté de
mise en ceuvre. En effet, au niveau conceptuel, les lésions tissulaires présentes chez ce
modéle sont beaucoup trop étendues par rapport aux descriptions faites chez les patients
schizophrénes.

o Modéles génétiques

Mutants relatant certains aspects physiopathologiques de la schizophrénie

Ces mutants ont été générés en se basant sur les différentes hypothéses
physiopathologiques de la schizophrénie: maladie de la connectivitt neuronale a
composante hyperdopaminergique et hypoglutamatergique (Desbonnet et al., 2009).

Ainsi tout un panel de mutants pour des protéines impliquées dans la signalisation
glutamatergique a été crée: mutants partiels pour les sous unités des récepteurs
glutamatergiques NR1 ou NRy, le transporteur de la glycine GlyT1, SynGAP une protéine
associée aux récepteurs NMDA, ou bien délétion compléte du géne codant pour les
transporteurs du glutamate GLAST (glial glutamate and aspartate transporter). Ces différents
mutants présentent tous des défauts dinteraction sociale, de mémorisation et de
'hyperactivité (figure 13). Leur réponse aux traitements antipsychotiques demeure elle
incertaine (Miyamoto et al., 2001; Ballard et al., 2002; Karlsson et al., 2008; Labrie et al.,
2008; Guo et al., 2009; Karlsson et al., 2009).
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Figure 13 : Tableau récapitulatif des troubles comportementaux et anatomiques des modéles murins
relatant certains aspects de physiopathologiques de la schizophrénie (Desbonnet el al, 2009).

1 : augmentation significative par rapport aux souris sauvages. | : diminution significative par rapport aux souris
sauvages, =: pas de différence, - : non reporté, PPI: prepulse inhibition, R-1 : resident-intruder, SI: social
interaction.

Afin de mimer I'’hyperdopaminergie au sein de la boucle cortico-striato-thalamo-
corticale, un modeéle animal surexprimant le récepteur D, au niveau du striatum a été généré.
Cette souris présente de nombreuses altérations dans les tests cognitifs et d’apprentissage
et des troubles comportementaux trés discrets (Guillin et al., 2007).

Plusieurs modéles animaux ont été aussi générés dans le but de comprendre le role de
I'altération synaptique générale dans la mise en place de la schizophrénie. Pour ce faire,
plusieurs protéines synaptiques ont été délétées dans ces animaux : le récepteur du FGF
(Fibroblast Growth Factor 1), 'acide lysophosphatidique 1 (réle dans le développement du
systéme nerveux central et la myélinisation), Nurr1 (facteur de transcription des neurones
dopaminergiques), la reeline (protéine extracellulaire impliquée dans le développement du
systéme nerveux et exprimée par les neurones GABAergiques) et la synapsine Il (protéine
spécifique des vésicules synaptiques jouant dans le relargage des neurotransmetteurs). Ces
mutants ne miment que les troubles cognitifs et certains symptdmes négatifs (Brigman et al.,
2006; Eells et al., 2006; Klejbor et al., 2006; Dyck et al., 2007).
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Mutants dont les génes sont associés aux risques de schizophrénie

La mise en évidence de nombreux génes de susceptibilité pour la schizophrénie a
permis d’aiguiller les équipes de recherche dans la conception de modéles transgéniques.
Ce sont les génes dont nous avons discuté dans la partie précédente concernant I'hypothése
neurodéveloppementale de la schizophrénie (chapitre 2.1.2): DAO, DISC1, dysbindine,
neuréguline, et certains génes de la partie chromosomique 22q 11.2 délétée chez les
patients schizophrénes. Nous nous sommes restreints a décrire les différents modéles

génétiques des formes de DISC1 (figure 14).

Par ailleurs, un grand nombre de souris exprimant différentes formes de DISC1 ont été
générées et présentent, a chaque fois, une combinaison de troubles comportementaux tres
variés. Des mutations dirigées de DISC1, a l'aide d’agents chimiques, provoquent des
phénotypes distincts dans les souris selon les mutations (Clapcote et al., 2007). La premiére
mutation (Q31L) produit un comportement dépressif, de 'anhédonie ainsi qu’'une altération
de l'interaction sociale. Certains troubles peuvent, par ailleurs étre atténués par le bupropion,
un antidépresseur. L’autre mutation de DISC1 (L100P) chez la souris s’associe a des
défauts comportementaux majeurs associés a la schizophrénie incluant des troubles du PPI,
de l'interaction sociale, et de la mémoire de travail ainsi que de I'hyperactivité. De plus, les
antipsychotiques agissent sur les troubles présentés par la souris & mutation L100P, alors
qu’ils n’ont aucun effet sur les souris a mutation Q31L. Ces données appuient I'hypothése du
partage de la vulnérabilité génétique et des complexes moléculaires impliqués dans la

schizophrénie et la dépression.

66



Lateral Myelination  Synaptic Amxiety Novelty induced  Cognition Sociability Psychopharmacology

ventricular plasticity activity
volume
Executive Working Attention PP Social R st Increased Increased Responsivity to
function memory recognition  aggression sensitivity to sensitivity to antipsychotics
psychostimu- stress
lants
DAO-jady it - - - = - - - ]
2.76] 21 27274
DISCI deleticn - - = = E = f = Z - = -~ ] = =t
[103] 03] [100.102]
DISC1 Q31 L = = - = - = = = = ' = +
29] 29] 29]
DISC1 L100P - = = = 4 4 4 = = = = = t
29] [29] 129] 129] 29] [29]
DISCI-CTg < - i = - - = i - + -
[ [ ()
DISCI-DN + - - = + - = - i - - = - t -
[80] (0] [80] [80] 129] [89] [80]
DISCI-huTg t = = = = i - = = i i = =
[145] [146]  [146] [145] [145]  [146] [146] [146]
FEZI - - = - = - = - = = - = 1 '
ns3) ns2) (157 s3] s3] nsy sy s3]
Dysbindinsdy - s i =t =) = i = S = = S s =
149] [4976] [4976] [49] [4976]
NRGI-TM+j— - - = t - = - i i 1 = t t
(28]  [158] (1E] nss] (137 17 s (2] n2)
NRG1 Il +j— t - - - = - - = = o i -
23] 5] 25) 125)
NRGIIg4- - - - - = - = i Z '
[142] [149] [14g]
BACEI —j— (d = = + = = = - = 2 =
85]) 28]
BACE-1+4/— - - = =
125]
EbB4 +/— - - Il - =1 = i = = - = = - - -
[ [59.158] 59]
Erb4-oligo 4 - - i - - - - - - } 1
[1s2] [59.152] (1s2] (s
Calcineurin - - i - t - i i i - - } 1
[182] (120 [183] [120] [120] (1200 [120]
RGS4-deficient - - - = - = - = - - - -
61] 61] [61]
Gie, -GeNcient - = "™ = = = 1 = - - 1 = =
(£ [21] 21]
PLC-B1 - 4 = = + = E = = = = ‘
(1] mn m7
Chromosome 22 deletion genes
PRODI = = = =} -~ = = i = = = i — -
1551 [55.41] [41] [55.41] [41]
2anNcs +j- - i - - - = - = - =
na ()]
Zanhes —j - - - - - - - i
n) Nn27) nz7
Nogo +/— i - = - = - - - - =
[82] 182] 182] [82]
Nogo —/— i = = = = = - = ! =
[82] [142] 182] 182] 182)

Figure 14 : Tableau récapitulatif des troubles comportementaux et anatomiques des modéles murins
mutants dont les génes sont associés aux risques de schizophrénie (Desbonnet el al, 2009).

1 : augmentation significative par rapport aux souris sauvages. | : diminution significative par rapport aux souris
sauvages, =: pas de différence, - : non reporté, PPI: prepulse inhibition, R-1 : resident-intruder, SI: social
interaction.

Des souris dont I'expression inductible, sous le promoteur de la CamK II, de la forme
humaine de DISC1 dont 25 paires de bases de I'exon 6 ont été tronquées, ont été générées.
L’'expression de cette forme tronquée ne provoque pas deffet majeur au niveau du
développement cérébral, mais les souris males, contrairement aux femelles, présentent une
activité locomotrice exacerbée, une réduction de I'interaction sociale, une augmentation de
I'agressivité associée a une altération de la mémoire de travail visuelle (Koike et al., 2006;
Pletnikov et al., 2008). Ces altérations comportementales sont accompagnées d’un
élargissement des ventricules latéraux cérébraux et d'une réduction de larborisation

dendritique des neurones du cortex.

Une autre souris mutante pour le géne de DISC1 a été générée. Dans ces souris, seul
le fragment C terminal de DISC1 est exprimé. L’expression de cette forme tronquée a 7 jours
post-natals est associée a des déficits dans la mémoire de travail et une interaction sociale
réduite. De fagon intéressante, cette forme induit aussi des comportements dépressifs. En
revanche, 'expression de ce fragment a I'age adulte n’induit aucun phénotype, indiquant que

DISC1 serait impliqué dans les phases précoces du neurodéveloppement (Li et al., 2007).
67



Les phénotypes des souris homozygotes pour I'expression d’une forme dominante
négative de DISC1, sous le promoteur de la CamK Il sont encore différents des autres
mutants pour DISC1 : ces souris présentent une activité locomotrice augmentée mais ni le
PPI, ni la mémoire de travail, ni la mémoire visuelle sont altérés (Hikida et al., 2007).
Cependant, un léger trouble de la mémoire olfactive et un comportement dépressif sont

retrouvés chez les souris agées de 6 semaines, mais disparaissent a 3 mois.

La délétion conditionnelle de ce géne au niveau de régions cérébrales diverses et a
différents stades du neurodéveloppement produit une constellation de déficits de migration
neuronale (Kamiya et al., 2005). Cela a permis de comprendre que cette protéine est
impliquée dans les processus de migration et de croissance axonale au cours du
développement. En effet, DISC1 semble jouer un rdle important dans le
neurodéveloppement embryonnaire et la plasticité structurale via son interaction avec de
nombreuses protéines comme la phosphodiestérase-4B, FEZ1, NudEL, et LIS1 (Duan et al.,
2007).

Ainsi la variété phénotypique entre ces mutants murins pour le géne de DISC1 illustre
bien la complexité du réle de ce géne au niveau moléculaire (isoformes multiples, interaction
avec les partenaires protéiques dans les processus a lorigine de la mise en place des
psychopathologies), spatial (régions cérébrales, types cellulaires) et temporel (stades de
développement). L’élucidation du réle de DISC1 dans ces différentes dimensions sera
nécessaire a la caractérisation de la pertinence de ce géne dans les maladies

psychiatriques.

Enfin, et de maniére générale, la caractérisation de ces différents modeles génétiques
nous ameéne a penser que la mise en place de la schizophrénie résulte slrement
d’altérations multiples et coordonnées de différents processus (apparentées ou non a des
modifications génétiques spécifiques). Ces modéles génétiques ne sont pas des modeles, in
fine, de schizophrénie, mais plutét des modéles de réles fonctionnels de génes susceptibles
d’étre associés a la schizophrénie ou bien a des processus neuronaux impliqués dans la
physiopathologie de la schizophrénie (notion d’endophénotypes). Ces modéles nous
permettent, a ce jour, de bien caractériser le réle de ces génes dans la mise en place des
endophénotypes apparentés a la schizophrénie. D’'un autre cbté, l'implication de facteurs
étiologiques dans l'altération du développement du systéme nerveux permettant la mise en
place de la maladie est maintenant bien connue. Une meilleure compréhension de la
contribution complémentaire des génes de susceptibilité et des facteurs étiologiques reste
cependant nécessaire et indispensable.
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o Modéles de stress périnatal

Afin d’étre en accord avec I'hypothése neurodéveloppementale, des modeles mettant
en ceuvre des stress de différents types durant la période anté- ou post-natale ont été
développés. Ces modeéles s’intéressent aux conséquences que peut produire a long terme
un stress périnatal sur le développement cérébral ainsi que sur les réponses
comportementales observées a I'age adulte. Différents types de paradigmes ont été mis au
point chez les rongeurs comme la séparation maternelle (Ellenbroek et al., 1998), I'isolement
social (Geyer et al.,, 1993; Fone and Porkess, 2008) ou encore I'exposition de la mére
gestante a des stress multiples répétés de fagon chronique (Lee et al., 2007). Ces protocoles
induisent de nombreux changements hormonaux, neurochimiques et comportementaux. Au
niveau neurochimique, le systéme dopaminergique semble étre affecté (Geyer et al., 1993)
tandis qu’au niveau comportemental, se retrouvent une hyperactivité locomotrice en réponse
a un nouvel environnement, des troubles attentionnels (déficit du PP1) et des déficits
d’apprentissage (Geyer et al., 1993; Heidbreder et al., 2000). Par ailleurs, il a été rapporté
que les effets de la séparation maternelle sur la réactivité des animaux a I'age adulte étaient

fortement influencés par des facteurs génétiques aussi bien que non génomiques.

2.3 La neurogenése adulte et les psychopathologies

Pendant plus d’un siécle, on caractérisa la neurogenése comme un processus restreint
aux développements embryonnaire et prénatal. En effet, le dogme scientifique selon lequel «
Dans le systéme nerveux central adulte, les projections nerveuses sont fonctionnelles, figées
et immuables. Tout meurt, rien n'est régénéré » (Ramon y Cajal, 1913) a écarté toute
recherche scientifique chez I'adulte. Bien que des travaux pionniers aient suggéré, dés les
années 60-70, I'existence d’une prolifération cellulaire, ce n’est que depuis 15 ans que ce
dogme s’est totalement effondré et que la notion de neurogenése adulte a été acceptée par
la communauté scientifique. L’émergence de nouvelles techniques (traitements a la 5-
bromo-3’-déoxyuridine (BrdU) et la thymidine tritiée) permettant de suivre le devenir de
cellules en division, a joué un réle majeur dans ces évolutions (Altman and Das, 1965;
Kaplan and Hinds, 1977). Ces méthodes ont permis de montrer l'existence d’'une
neurogenése adulte dans le cerveau de tous les vertébrés avec, cependant, des différences
notables d’'un groupe évolutif a 'autre. Cette activité germinative adulte se produit en effet
dans des régions limitées chez les mammiferes et les oiseaux et les poissons. La finalité de
cette génération de nouveaux neurones a I'age adulte via la NGA (neurogenése adulte) a été
longtemps controversée mais son implication dans les processus de mémorisation et de
plasticité synaptique a bien été caractérisée (Shors et al., 2002; Toro and Deakin, 2007). Par

ailleurs, la description des mécanismes sous-tendant la neurogenése adulte pourrait
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conduire a une meilleure compréhension des processus favorisant I'apparition de maladies
cérébrales et au développement de nouvelles perspectives thérapeutiques. En effet, une
régulation fine de ce processus semble primordiale. Dans certaines maladies
neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer et la Chorée d’Huntington, la NGA est
suractivée dans I'hippocampe (Phillips et al., 2005). A l'opposé, dans des maladies
psychiatriques, comme la dépression chronique et la schizophrénie, la NGA semble étre
cette fois-ci déficiente (Santarelli et al., 2003; Reif et al., 2006). Cependant, personne n’est
encore arrivé a démontrer I'éventuelle implication de la NGA dans les maladies

psychiatriques.
231 Les cellules gliales radiaires (la glie radiaire)

2.3.1.1 Historique de la caractérisation de la glie radiaire

La découverte et la description des cellules gliales radiaires ont débuté il y a plus d’un
siécle. C’est Golgi, en 1873, grace a sa technique d’'imprégnation au nitrate d’argent, qui mit
en évidence cette glie dans la moelle épiniére chez I'embryon. Dix ans aprés, Magini
confirma les observations de Golgi en étudiant le cortex cérébral de différents mammiféres et
montra aussi que ces cellules n’étaient plus présentes chez I'adulte. Il décrit aussi un autre
type cellulaire avoisinant les cellules radiaires et suggéra que ces cellules pouvaient étre des
précurseurs neuronaux, les neuroblastes. His puis Cajal suggérérent ensuite que les cellules
gliales radiaires pourraient servir de support de migration aux neuroblastes. Suite a ces
travaux, les cellules radiaires furent négligées pendant de longues décennies. En 1950, le
développement de la microscopie électronique et des techniques d’autoradiographie a la
thymidine tritiée a permis la reprise de ces travaux, et le terme de glie radiaire apparut alors
(Bentivoglio and Mazzarello, 1999). En 1972, en combinant microscopie et imprégnation de
Golgi, Rakic identifia et décrivit les cellules gliales radiaires lors de I'étude des phases
initiales de I'histogenése du cerveau (figure 15). Le rble des cellules gliales radiaires dans le
développement du systéme nerveux central tel qu’il est actuellement reconnu chez tous les

vertébrés émergea alors (Rakic, 2003).
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Figure 15 : Historique de la description des cellules gliales radiaires et de leur relation avec les neurones
D’aprés Bentivoglio et Mazarello, 1999.

A : Dessin de Magini apres observation de cellules d’un cerveau de feetus avec la technique d’imprégnation de
Golgi, schématisant trois noyaux (notés n, n’, n’’) entourés de fin cytoplasme et « insérés » le long d’un filament.
B : Dessin de glie radiaire par Ramon y Cajal représentant des cellules épithéliales et neurogliales d’un cortex
cérébral de lapin de quelques jours. 4 : corps cellulaires des cellules épithéliales B : arborisations de ces cellules,
c : fibres radiaires. C : Reconstruction tridimensionnelle illustrant les relations existant entre les fibres radiaires
et les neurones migrant le long de ces fibres dans un cortex de primate.

2.3.1.2 Définition et caractéristiques de la glie radiaire

Les cellules gliales radiaires, par opposition aux neurones, appartiennent
classiquement a la catégorie des cellules gliales. Ces derniéres se divisent elles-mémes en
deux groupes : la microglie (les macrophages du cerveau) et la macroglie qui elle-méme
regroupe les cellules gliales radiaires, les astrocytes, les oligodendrocytes et les cellules
épendymaires. Les cellules gliales radiaires sont bien caractérisées en raison de leur
morphologie particuliere et de leurs caractéristiques « gliales ». Ce sont des cellules non
neuronales dérivées des cellules neuroépithéliales issues du développement du tube neural.
Bien que de morphologie identique aux cellules épithéliales dont elles dérivent, elles différent
de ces derniéres par leurs propriétés gliales et I'expression spécifique de marqueurs
astrogliaux (Gotz and Barde, 2005). D’'un point de vue morphologique, le noyau de ces
cellules est de forme ovale et le corps cellulaire est positionné en bordure de ventricule. De
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plus, ces cellules possédent des extensions bipolaires avec un prolongement cytoplasmique
court accolé au ventricule et un prolongement cytoplasmique long traversant le parenchyme
cérébral qui se termine en une structure appelée « pied » a la périphérie du cerveau (Rakic,
2003; Gotz and Huttner, 2005). En outre, les cellules gliales radiaires ont des
caractéristiques communes avec les astrocytes. En effet, elles présentent des granules de
glycogene dans leur cytoplasme et partagent des caractéristiques ultrastructurales. Enfin, les
cellules gliales radiaires et les astrocytes expriment des marqueurs spécifiques dont certains

sont communs, mais qui peuvent toutefois varier selon I'espéce et la région cérébrale.

L’expression de différents marqueurs de cellules gliales radiaires a été particulierement
étudiée durant le développement chez les mammiféres (figure 16). Ces cellules expriment
une variété de molécules qui sont également caractéristiques des astrocytes. En effet, ces
deux types cellulaires expriment un transporteur au L-glutamate et L-aspartate spécifique
des astrocytes (GLAST) (Hartfuss et al., 2001), la glutamine synthase (GS) (Akimoto et al.,
1993), la sous-unité B de la protéine S100 qui est une protéine de liaison au calcium. Ces
cellules expriment également la GFAP (glial fibrillary acidic protein), qui n’est cependant pas
exprimée dans les cellules gliales radiaires des rongeurs (Sancho-Tello et al., 1995), la
tenascine, une molécule de la matrice extracellulaire (Gotz et al., 1998), la vimentine, une
protéine des filaments intermédiaires (Schnitzer et al., 1981) et la BLBP (brain lipid binding
protein), qui est une protéine de transport des acides gras (Anthony et al., 2004). En fait, si
aucune de ces molécules n’est spécifique aux cellules gliales radiaires et aux astrocytes,
c’est la combinaison de ces différents marqueurs associée a la morphologie particuliere de
ces cellules qui les caractérise. |l est également important de préciser que les cellules gliales
radiaires n’expriment pas tous ces marqueurs au méme moment, mais qu’il existe une
hétérogénéité dans I'expression de ces molécules en fonction des régions et du stade de

développement.
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Figure 16 : Récapitulatif des différents marqueurs de cellules gliales radiaires.

A : Tllustration schématique de I’ordre d’apparition des marqueurs des cellules gliales radiaires durant le
développement embryonnaire. RC2 : forme posttraductionnelle de la Nestine ; BLBP (brain lipid binding
protein) ; GLAST : un transporteur au L-glutamate et L-aspartate ; GS (glutamine synthase) ; PS-100 : sous-unité
f de la protéine S100, protéine de liaison au calcium. B : Illustration des principales sous-populations de cellules
gliales radiaires au cours du développement. Trois sous-populations sont observées au début de la neurogenése.
A la fin de la neurogenese embryonnaire, une seule de ces trois populations est présente tandis qu’une nouvelle
apparait (BLBP+GLAST).

2.3.1.3 Réle des cellules gliales radiaires

e Support de migration pour les neurones

En plus d’étre bien caractérisées par leur morphologie et par I'expression spécifique de
différents marqueurs, les cellules gliales radiaires sont connues depuis longtemps pour leur
réle majeur dans la neurogenése embryonnaire. En effet, la fonction premiére reconnue de
ces cellules est d'intervenir dans la migration des neurones en cours de différenciation
(figure 17).
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Figure 17 : Schéma représentant le role des cellules gliales radiaires pendant la neurogenése
embryonnaire du cortex de souris. D’aprés (Noctor et al., 2002).

Les cellules gliales radiaires générent, par division asymétrique, des neurones (1) qui utilisent alors les
prolongements des cellules gliales radiaires (2) pour migrer vers leur localisation finale. A la fin de la
neurogenese, les prolongements se rétractent et les cellules gliales radiaires se différencient alors en astrocytes

3.

Les neurones nouvellement générés dans le cortex cérébral chez les mammiféres ne
sont pas générés dans le cortex lui-méme, mais naissent a proximité des ventricules et
migrent vers la zone sous-ventriculaire en utilisant les prolongements radiaires comme
support de migration afin de gagner leur destination finale (Rakic, 2003). La morphologie des
cellules gliales radiaires permet aux neurones de coloniser différentes régions cérébrales
dans la mesure ou les trés longs prolongements radiaires (jusqu’a plusieurs millimétres chez
le singe) sont attachés a la surface du cerveau, permettant ainsi de guider les neurones
(Hatten, 1999). L'utilisation et I'émergence de nouvelles techniques et de marqueurs
moléculaires ont ainsi permis de confirmer ce rdle de support de migration des nouveaux
neurones, mais également de mettre en évidence la présence de molécules de surface
(neuréguline, intégrines) présentes dans les neurones post-mitotiques et permettant la
reconnaissance et 'adhésion a la surface adjacente des fibres radiaires (Hatten, 2002;
Rakic, 2003).
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e Cellules progénitrices neuronales : Glie radiaire puis astrocytes germinatifs

Pendant le développement embryonnaire

Pendant de nombreuses années, la fonction des cellules gliales radiaires demeura
restreinte a la migration neuronale. En effet, la morphologie si particuliere de ces cellules si
hautement différenciées avec deux process, dont I'un traversait le parenchyme cérébral pour
« s’attacher » a la surface du cerveau, faisait douter de leur capacité a se diviser.
Cependant, au début des années 2000, différentes études réalisées chez les mammiféres
ont remis en cause l'unique fonction des cellules gliales radiaires comme support de
migration et ont émis I'hypothése que les cellules gliales radiaires et les cellules
progénitrices neurales (astrocytes germinatifs) étaient, en fait, une méme population
(Malatesta et al., 2000; Noctor et al., 2001). Plusieurs travaux ont permis de démontrer
clairement que les cellules gliales radiaires étaient des cellules progénitrices neuronales qui,
par division asymétrique, générent des neurones qui vont migrer le long des prolongements
radiaires (figure 17). A la fin de la neurogenése embryonnaire, les prolongements radiaires
se rétractent et les cellules se différencient en astrocytes (Noctor et al., 2002). Des études
utilisant un rétrovirus ont montré que les cellules gliales radiaires constituent la majorité voire
la totalité des cellules progénitrices neuronales dans le cortex cérébral pendant le
développement (Hartfuss et al., 2001; Noctor et al., 2002; Noctor et al., 2004). De plus, aprés
injection de BrdU, un analogue de la thymidine s’incorporant pendant la phase S, seules les
cellules GFP-positives correspondant a des cellules gliales radiaires ont incorporé la BrdU,
suggérant donc que seules les cellules gliales radiaires ont la potentialité de constituer des
cellules progénitrices. Des marquages immunohistochimiques en combinant BrdU et des
marqueurs de cellules gliales radiaires comme la vimentine, RC2, GLAST et BLBP, ont
démontré ainsi que la majorité voire la totalité des cellules en phase S (BrdU positives)
présentes dans la zone ventriculaire (ZSV) exprimaient ces marqueurs et confirment, une
fois de plus, que les cellules en phase S dans la ZSV embryonnaire correspondaient a des

cellules gliales radiaires (figure 18).

In vitro, I'isolation par cytométrie en flux de cellules gliales radiaires de souris GFAP-
GFP générées a confirmé leur nature de cellules progénitrices neuronales (Malatesta et al.,
2000; Malatesta et al., 2003). Ces travaux ont montré que 60 a 70% des cellules gliales
radiaires isolées généerent seulement des neurones, d’autres générent uniquement des
cellules gliales radiaires, enfin, une derniére partie de ces cellules donne naissance a la fois

a des neurones et a des cellules gliales (astrocytes ou oligodendrocytes) (figure 18).
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Figure 18 : Représentation de la lignée cellulaire des cellules souches neurales de I’embryogenése a 1’age
adulte (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009).

Les points violets a bleus représentent les cellules souches neurales aux différents stades de développement, des
cellules neuroépithéliales aux cellules gliales radiaires précoces et tardives, jusqu’aux cellules souches adultes
(astrocytes germinatifs de la ZSV et la ZSG). Le lignage embryonnaire est représenté sur la moitié supérieure du
schéma, alors que la moitié inférieure démontre le lignage postnatal et adulte. Les lignes en pointillés
représentent des donnés hypothétiques. nIPC : Intermediate progénitor cells for neurons ; o/PC : Intermediate
progénitor cells for astrocytes; NSC : neural stem cells ; RG : radial glia; SGZ: subgranular zone; SVZ:
subventricular zone.

A la fin de la période neurodéveloppementale embryonnaire, un grand nombre de
cellules gliales radiaires perdent leur adhérence ventriculaire et migrent a travers la plaque
corticale. Chez les mammiféres, la plupart de ces cellules se différencient en astrocytes
corticaux (figures 18 et 19) (Noctor et al., 2008). Ce phénoméne est retrouvé chez un grand
nombre de mammiféres: rongeurs, marsupiaux et primates (Morest, 1970; Choi and
Lapham, 1978; Schmechel and Rakic, 1979). Des études ont aussi montré qu'un certain
nombre de cellules gliales ne se différenciaient pas en astrocytes mature, perdaient leur
caractéristiques de cellules gliales radiaires, mais gardaient, en revanche, la méme fonction :
cellules progénitrices pour la formation de neurones et cellules gliales durant la période post-
natale et adulte (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009). Les cellules souches adultes
(astrocytes de type B ou germinatifs) feraient partie de la lignée cellulaire de la glie radiaire,
seraient plus « spécifiées » et donneraient naissance a des neurones spécifiques des bulbes
olfactifs ou du gyrus denté de I'hippocampe (figure 18).
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Neurogenése adulte : continuum de la neurogenese embryonnaire

Des cellules particuliéres ont été caractérisées ces derniéres années dans le systéme
nerveux central des mammiferes. Dénommeées « cellules souches neurales», elles
présentent des propriétés singuliéres d’auto-renouvellement et de multipotence. En d’autres
termes, elles ont la capacité de générer, par division asymétrique, dans des conditions
précises de différenciation, les trois types cellulaires majeurs du systéme nerveux: les
neurones, les oligodendrocytes et les astrocytes. Joseph Altman a été le premier, en utilisant
des techniques assez sensibles (thymidine tritiée comme marqueur mitotique) a mettre en
évidence des cellules en prolifération dans I'hippocampe (Altman and Das, 1965) et les
bulbes olfactifs (Altman, 1969) du cerveau adulte de mammiféres. Ces résultats ont ensuite
été confirmés en combinant thymidine tritiée et microscopie électronique (Kaplan, 1981).
Cependant, du fait du manque de marqueurs immunohistochimiques de neurones a cette
époque, lidentification de nouveaux neurones n’était basée que sur la morphologie des
cellules. Aussi, I'étude d’'une apparente neurogenése adulte n’a pu étre approfondie qu'avec
I'émergence de nouvelles techniques (BrdU et infection rétrovirale des cellules progénitrices)
et également de marqueurs immunohistochimiques permettant la caractérisation et

I'identification des cellules.

L'analyse de la neurogenése adulte et de la nature des cellules souches neurales
adultes (astrocytes germinatifs) a débuté surtout chez 'oiseau. Il avait été montré, dans un
premier temps que les cellules « de la glie radiaire » qui subsistaient aprés la naissance se
trouvaient le long des murs ventriculaires et projetaient un long prolongement qui traversait
les différentes couches de neurones. Ce prolongement servait a guider les neurones en
migration afin qu’ils rejoignent leur régions d'intégration. Les cellules gliales radiaires
adultes, chez l'oiseau sont capables de se diviser et de présenter un cil primaire sur leur
surface apicale (Alvarez-Buylla et al., 1998). Cette prolifération se produit dans des régions
spécifiques et corrélent parfaitement avec la production de neurones (Alvarez-Buylla et al.,
1990). L’émergence de technique d’infection rétrovirale a permis de montrer que ces cellules
gliales radiaires et les neurones néoformés provenaient de la méme lignée cellulaire
(Goldman et al., 1996). Ces cellules gliales radiaires adultes sont aussi retrouvées chez le
poisson, les reptiles, les rongeurs et les mammiféres (Stevenson and Yoon, 1981; Altman
and Bayer, 1990; Kalman, 1998; Doetsch et al., 1999). Chez les mammiféeres, la
neurogenése adulte se limite & deux zones précises du cerveau : la zone sous ventriculaire
(ZSV)/bulbe olfactif et la zone sous granulaire du gyrus denté de I'hippocampe. Il a été
possible de cultiver, in vitro, les cellules souches neurales adultes astrocytaires de la ZSV et
de leur faire produire des neurones, sous l'action de facteurs de croissance (Heins et al.,

2002; Berninger et al., 2007). Il semble que les cellules souches neurales adultes de la ZSV
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fassent partie intégrante de la lignée neuroépithéliale -glie radiaire- astrocytes (figure 19)
(Alvarez-Buylla et al., 2001).
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Figure 19 : Nature gliale des cellules souches neurales impliquées dans le neurodéveloppement
embryonnaire et adulte (Kriegstein et Alvarez Bulla, 2009).

Durant le neurodéveloppement embryonnaire, les cellules neuroépithéliales se divisent symétriquement pour
générer de nombreux clones. Certaines d’entre elles sont capables de générer des neurones. Elles s’allongent et
se convertissent ensuite en cellules gliales radiaires (RG). Ces dernicres cellules se divisent, elles,
asymétriquement afin de générer des neurones, directement ou indirectement, par I’intermédiaire de cellules
progénitrices proliférantes (n/PCs). Les oligodendrocytes dérivent aussi des cellules gliales radiaires, par
I’intermédiaire de cellules progénitrices (o/PCs). Les cellules gliales radiaires sont polarisées : du coté apical,
elles contactent le ventricule d’ou elles émettent un cil primaire. Du coté basal, les cellules contactent les
méninges, la lame basale ainsi que les vaisseaux sanguins. A la fin du développement embryonnaire, la plupart
des cellules gliales radiaires se détachent du c6té apical et se différencient en astrocytes. Une sous population de
cellules gliales radiaires continue de générer des neurones et des oligodendrocytes par 1’intermédiaire d’oIPCs et
de nIPCs durant la période postnatale. Certaines se convertissent ensuite en cellules épendymaires alors que le
reste se convertit en astrocytes de type B (astrocytes germinatifs) qui continueront de fonctionner comme des
cellules souches neurales a 1’dge adulte. Les astrocytes germinatifs maintiennent une organisation épithéliale en
restant connectés au ventricule latéral du coté apical, et aux vaisseaux sanguins du cdté basal. Ces cellules
donneront naissance a des neurones et des oligodendrocytes par I’intermédiaire des oIPCs et de nIPCs. VZ:
ventricular zone, NE : neuroepithelium, MZ : marginal zone, MA : mantle, SVZ : subventricular zone, RG : radial
glial.

De nombreuses études ont suggéré que les astrocytes germinatifs (astrocytes de type
B) de la ZSV et ZSG pouvaient étre attribués a des cellules gliales radiaires et, de part leur
morphologie et leurs caractéristiques histologiques, devaient étre identifiées comme des
astrocytes immatures, méme si l'identité exacte de ces cellules reste encore controversée
(Morshead et al., 1994; Johansson et al., 1999; Spassky et al., 2005). Le marquage sélectif
de ces cellules gliales radiaires a permis de montrer le lien direct entre ces cellules et les
astrocytes de type B de la ZSV. En effet, ces cellules peuvent étre sélectivement marquées
grace a l'injection, dans leur prolongement, d’un adénovirus codant pour la recombinase Cre.

Une fois injectés, les adénovirus sont transportés de fagon rétrograde dans le corps
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cellulaire des cellules gliales radiaires, provoquant la recombinaison du géne reporteur dans
cette sous population cellulaire. Ce marquage a permis de révéler que les cellules de type B
(astrocytes germinatifs) de la ZSV, ayant un réle de cellule souche neurale adulte dérivaient
de la glie radiaire (Merkle et al., 2004). Ces mémes auteurs ont aussi démontré que la glie
radiaire post-natale permettait la génération d’oligodendrocytes et d’interneurones dans le
bulbe olfactif. Cependant, il n'a encore jamais été prouvé qu’un seul astrocyte de type B
puisse donner a la fois des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes. La
terminologie de multipotence donnée a ces cellules souches neurales adultes est abusive
puisqu’il se pourrait qu'une cellule souche neurale ne puisse donner naissance qu’'a un type

neuronal bien distinct.

Dans la ZSV, les astrocytes germinatifs donnent naissance a des neuroblastes en
migration au travers de la spécification neuronale des progéniteurs proliférant. Ces
astrocytes, apparentés a la glie radiaire, expriment la GFAP mais pas la S100B, deux
marqueurs astrocytaires ; elles représentent donc une population particuliere a l'interface
entre la glie radiaire et les astrocytes matures (figure 19) (Raponi et al., 2007). Comme les
cellules gliales radiaires, les astrocytes germinatifs présentent un prolongement basal
projetant radialement ou tangentiellement (selon leur localisation) sur les vaisseaux sanguins
(figure 19) (Mirzadeh et al., 2008; Shen et al., 2008). lls forment aussi des connections avec
le mur ventriculaire. lls présentent du coté apical, comme les cellules gliales radiaires, un cil
primaire. Il est clairement démontré que les astrocytes de type B de la ZSV sont issus de la
glie radiaire (Malatesta et al., 2000).

La caractérisation de I'origine gliale radiaire des cellules souches neurales adultes du
gyrus denté de I'hippocampe fut plus complexe. Durant de nombreuses années, les études
visaient a montrer qu’il n’y avait aucun lien entre cellules gliales radiaires et cellules souches
neurales adultes hippocampales. Cependant, des études suggéraient que les cellules gliales
radiaires du neuroépithélium du gyrus denté généraient différents types d'astrocytes, dont
les astrocytes radiaires (futurs astrocytes germinatifs) (Eckenhoff and Rakic, 1984; Altman
and Bayer, 1990). Trés récemment, une étude par différents ciblages des cellules gliales
radiaire a permis de mettre en évidence le lignage « indirect » des cellules souches neurales
avec la glie radiaire. En effet, il semblerait qu'apres la période post-natale, au moment ou les
cellules gliales radiaires commencent leur différenciation astrocytaire corticale, une sous
population des ces cellules indifférenciées migrerait vers la « subpial zone », une région
adjacente aux méninges et qui borde le gyrus denté en formation (le gyrus denté est formé
et fonctionnel 5 semaines aprés la naissance) (Li et al., 2009). Ces cellules étendraient leur
pied astrocytaire au niveau de la « future» couche moléculaire du gyrus denté, phénoméne
permettant le repliement des couches astrocytaires et neuronales indispensable a la
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morphogenése du gyrus denté (figures 18 et 20). Une fois le gyrus formé, les astrocytes

germinatifs viendraient se nicher dans la ZSG adulte (Li et al., 2009).

Dans le gyrus denté de I'hippocampe, les astrocytes germinatifs de la ZSG expriment
la nestine, et ont, a la fois des prolongements assez épais traversant la couche granulaire
(CG) du gyrus denté, mais aussi des prolongements plus fins s’intercalant entre les
neurones de la CG (Seri et al.,, 2001; Seri et al., 2004). Des études de microscopie
électronique ont permis de montrer que ces astrocytes étendaient un « pied » basal formant
une structure similaire a un panier qui borde les clusters de neuroblastes. Ces derniers
formeront des neurites qui longeront le pied astrocytaire (Seri et al., 2004). Le cil primaire,
organelle stratégiquement localisé a la surface apicale des astrocytes germinatifs de la ZSV
et de la glie radiaire est aussi présent chez les astrocytes germinatifs de la ZSG (Breunig et
al., 2008; Han et al., 2008). Dans le gyrus denté, le cil primaire est essentiel pour la
prolifération des progéniteurs embryonnaires de la ZSG et la génération des astrocytes

germinatifs de I'dge adulte (Breunig et al., 2008; Han et al., 2008).
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Figure 20 : Schéma représentatif des différents progéniteurs neuronaux et leur lignage dans le
développement embryonnaire et adulte du gyrus denté de ’hippocampe (Kriegstein et Alvarez Bulla,
2009).

La ZSG est la seule région germinative a ne pas étre attachée aux murs ventriculaires. a : devenir et organisation
spatiale des cellules gliales radiaires (RG) du ventricule latéral (VZ) en cours de migration vers le gyrus denté en
formation. Ces cellules gliales radiaires migrent vers le GD alors qu’elles continuent a produire des neurones par
I’intermédiaire de progéniteurs proliférant (n/PCs). La glie radiaire génére des astrocytes radiaires germinatifs
localisés dans la zone sous granulaire (SGZ). Ces derniéres cellules présentent un pied proéminent (a, b)
traversant la couche granulaire du gyrus denté et se connectant a la couche moléculaire. b : Les astrocytes
germinatifs générent des progéniteurs proliférant (n/PCs) qui donneront ensuite des neuroblastes en migration
qui se différencieront en neurones matures. Les jeunes neurones forment des contacts étroits avec le pied
astrocytaire des astrocytes germinatifs avant de se différencier en neurones granulaires. Les fléches en pointillés
indiquent ’hypothétique division symétrique (rouge) et asymétrique (bleue) des cellules gliales radiaires. Les
fleches noires indiquent I’hypothétique transformation de la glie radiaire en astrocytes germinatifs de la ZSG.
L’encart en haut a gauche montre une section coronale de cerveau de rongeur illustrant la localisation du gyrus
denté en formation. SGZ : subgranular zone.
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23.2 Neurogenése adulte chez les mammiféres

2.3.2.1 Notion de niche cellulaire germinative

Le processus de neurogenese adulte (NGA) est I'exemple méme d'une capacité
régénérative imprévue du systéme nerveux central (SNC) adulte et souléve Ila
question pertinente : Pourquoi la neurogenése adulte se déroule et est-elle restreinte a un
nombre infime de zones germinatives du SNC adulte ? Dans le cerveau de mammifere
adulte, deux zones germinatives ont été décrites jusqu’a présent : la zone sous ventriculaire
(ZSV)/ systéme olfactif et la zone sous granulaire (ZSG) du gyrus denté (GD) de
I'hippocampe (Gage, 2000; Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Le reste du cerveau
demeure non germinatif, bien qu’il existe des zones ou une neurogeneése réactive peut avoir
lieu suite a un dommage cellulaire : cortex, CA1, striatum, hypothalamus (Gould et al., 2001;
Dayer et al., 2005; Kokoeva et al., 2005; Luzzati et al., 2006). Le terme germinatif implique
au moins deux conditions : premiérement, la présence de précurseurs immatures a partir
duquels, des neurones peuvent se développer et, deuxiemement, I'existence d’un
microenvironnement permissif a la neurogenése (contacts cellulaires et facteurs
extrinseéques permettant le développement neuronal). La derniére condition que doit remplir
une zone germinative est sa permissivité d’un développement neuronal d’une cellule souche
neurale transplantée (de ce point de vue, cette derniére, dans une zone non germinative, ne
pourrait se spécifier qu’en cellule gliale ou alors mourir). Ces caractéristiques soulévent alors
une problématique complexe : Quels sont les parts d’influence du microenvironnement
cellulaire et des propriétés des cellules souches neurales sur la NGA ? La permissivité
neurogénique vient du fait que les cellules souches neurales (astrocytes germinatifs),
présents dans les zones germinatives, sont maintenues dans un microenvironnement
favorable formant alors une unité fonctionnelle appelée niche germinative. L’idée de la
résidence des cellules multipotentes dans une région anatomique spécifique fut
appréhendée a partir des études sur les transplantations de progéniteurs hématopoiétiques
dans les années 70 (Schofield, 1978). Tous les organes présentant une régénération (peau,
intestin, foie, moelle épiniére contiennent des niches germinatives (Li et al., 2005). Dans le
cas de la ZSV et la ZSG, ces niches sont constituées d’astrocytes germinatifs, progéniteurs
proliférant, neurones, cellules endothéliales, microglie ou macrophages et matrice
extracellulaire en contacts étroits avec la membrane basale et ce de maniére infime et
spécifique (Lim et al., 2006). Ainsi les niches germinatives ont deux fonctions principales : la
maintenance de l'activité germinative des astrocytes germinatifs et des progéniteurs
proliférant, et la possibilité d’'une différenciation neuronale de ces cellules.
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2.3.2.2 Le systéme ZSV/Bulbe olfactif (BO)

La ZSV correspond a la région située entre le striatum et les ventricules. Les
astrocytes germinatifs de la ZSV (appelées cellules de type B), résidant entre le parenchyme
striatal et la couche de cellules épendymaires bordant les ventricules latéraux, et se divisant
trés lentement, vont générer des progéniteurs proliférant rapidement (cellules de type C)
(figure 21) (Doetsch et al., 1999). Ces cellules, au fur et a mesure de leurs divisions,
donneront naissance a des neuroblastes (ou progéniteurs neuronaux, DCX") qui vont migrer
en chaine le long de la RMS (Rostral Migratory Stream), guidés par un tunnel d’astrocytes
(Lois et al., 1996) et atteindre les bulbes olfactifs (figure 22B). A ce niveau, ces neuroblastes
vont migrer radialement et tangentiellement afin de se différencier en interneurones
granulaires ou périglomérulaires GABAergiques et dopaminergiques (Kishi, 1987; Kosaka et
al., 1998; Brill et al., 2009). Les neurones granulaires formeront des synapses dendrito-
dendritiques particulieres avec les cellules mitrales et les neurones touffus du bulbe olfactif
afin d’inhiber leur excitation. Ces interactions sont impliquées dans les processus
d’apprentissage et de discrimination olfactive (Lledo et al., 2006). Les neurones
périglomérulaires connecteront eux les cellules mitrales de fagcon axo-dendritique et les
terminaisons des nerfs olfactifs convergeant dans les glomérules (Kosaka et al., 1985;
Kosaka et al., 1998; Kosaka and Kosaka, 2005a; Kosaka and Kosaka, 2005b). Il faut savoir
que la NGA olfactive permet le renouvellement complet des populations neuronales
granulaires et périglomérulaires (Ninkovic et al., 2007).

Figure 21 : Processus de neurogenése adulte au sein de la zone sous ventriculaire (ZSV).

D’apres Alvarez-Buylla et al,. 2002. Coupe transversale de cerveau adulte de souris (a gauche) et schéma de la
composition et de I’architecture de la ZSV des ventricules latéraux (LV) durant les processus de neurogenese
chez I’adulte (a droite). Les astrocytes de la ZSV (cellules B, dérivant de la glie radiaire) se divisent pour donner
des précurseurs (cellules C), lesquels vont rapidement générer des neuroblastes (cellules A). Ces derniers
migrent ensuite jusqu’aux bulbes olfactifs. Les cellules notées E sont des cellules épendymaires.
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Figure 22 : Schémas représentatifs de la neurogenése chez la souris adulte.

A : Représentation spatiale de 1’hippocampe ; DG : gyrus denté, G : couche granulaire, ML : molecular layer
(couche moléculaire) CA : Corne d’Ammon, « mossy fiber pathway » : fibres moussues. B : Représentation
sagittale de la ZSV ; ZSV : zone sous-ventriculaire, BO : bulbe olfactif, NP : neurones périglomérulaires, NG :
neurones granulaires. Pour A et B, [ : prolifération (cytogenese), 2 : spécification neuronale, 3 : migration,
4 : maturation morphologique, 5 : maturation fonctionnelle.

2.3.2.3 La zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté de I'hippocampe

Au niveau de I'hippocampe, les astrocytes germinatifs résident dans le premier tiers
interne de la CG du GD et juste au dessus de I'hilus. Ces cellules générent, par division lente
des progéniteurs proliférant qui donneront eux méme des neuroblastes (type D), précurseurs
neuronaux DCX", qui vont migrer localement dans la CG afin de se différencier en neurones
granulaires (figure 20) (Kuhn et al., 1996). A partir de la CG, ces neurones immatures vont
étendre leur axones dans I'hilus, afin d’aller connecter les dendrites des neurones de la CA3
(figure 22A). Les faisceaux d’axones connectant la CA3 que forment les neurones
granulaires sont appelés les fibres moussues (Stanfield and Trice, 1988; Markakis and
Gage, 1999; Ming and Song, 2005). Durant leur maturation, ces neurones étirent leurs
dendrites a travers la couche moléculaire afin de pouvoir connecter les neurones du cortex
entorhinal. lls recoivent ainsi des signaux glutamatergiques du cortex entorhinal,
GABAergiques des interneurones voisins et envoient des signaux glutamatergiques aux
neurones de la CA3 (Toni et al., 2008).

Les progéniteurs proliférant expriment la nestine et Sox2, mais pas la GFAP (Encinas
et al., 2006). Ces cellules sont mitotiquement trés actives. Elles sont souvent retrouvées
sous forme de « cluster » (petit groupe de cellules). Peu d’entre elles restent isolées, soit
parce qu’elles n‘ont pas encore entamé leur cycle de prolifération intense, soit parce que
cette cellule isolée correspond en fait a un astrocyte germinatif (Kempermann et al., 2004b;

Kempermann et al., 2004a).

Il existe différentes classes de neuroblastes (D1, D2 et D3) qui correspondent aux
intermédiaires successifs de progéniteurs neuronaux aboutissant progressivement a
'obtention du neurone granulaire (figures 23 et 24) (Seri et al., 2001). Ces cellules

présentent un corps cellulaire large et rond ou ovale parsemé de petites extensions
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orientées tangentiellement, malgré leur état encore indifférencié. Ces neuroblastes
présentent des propriétés électrophysiologiques clairement distinctes des astrocytes
(Filippov et al., 2003). Elles n’expriment plus la nestine et Sox 2 alors que débute
l'expression de PSA-NCAM (PolySiliated Acid- Neural Cell Adhesion Molecule), une
molécule impliquée dans la migration cellulaire, prouvant que ces cellules se sont spécifiées
et ont acquis un état neuronal plus différencié que les progéniteurs de type D1 (Seri et al.,
2004). Les deux sous-classes de cellules D expriment aussi la DCX, protéine associée a la
fois dans l'initiation de la différenciation neuronale et dans la migration (figure 24) (Francis et
al., 1999; Encinas and Enikolopov, 2008) et Prox-1, un facteur précoce de transcription
spécifique de la lignée neuronale granulaire (Kronenberg et al., 2003). Pendant leur
maturation, les neurones granulaires exprimeront a la fois DCX et PSA-NCAM (figure 24).
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Figure 23 : Résumé des étapes de maturation neuronale dans le gyrus denté de I’hippocampe (d’aprés
Zhao et al, 2006).

a, La maturation des neurones granulaires se déroule en 4 étapes. Le Stage A regroupe les étapes initiales de la
maturation neuronale juste aprés la sortie des cellules D1 du cycle cellulaire : spécification neuronale,
polarisation axonale, et le début de la croissance neuritique. Le Stage B regroupe les étapes de croissance
axonale et dendritique des neuroblastes. Les cellules B1 et B2 correspondent aux neuroblastes de type D2 et D3.
Un neuroblaste est qualifié de type B2 (D3) lorsque ses fibres axonales ont rejoint la CA3. L’initiation de la
croissance des épines dendritiques caractérise le stage C. Durant ce stage se dérouleront les étapes tardives de la
croissance dendritique et axonale (formation et maturation des boutons et épines dendritiques et synaptogenese
fonctionnelle). Le stage D débute dés la fin de la formation des épines dendritiques et se déroulera sur plusieurs
mois. DG, Dentate gyrus ; HF, hippocampal fissure. b, schématisation temporelle des différents événements
morphogéniques ayant lieu au cours de la maturation des neurones granulaires néoformés. Dpi : Days post-
injection.
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Figure 24 : Représentation schématique des différentes populations de cellules impliquées dans la
neurogenése adulte hippocampale (d’aprés Encinas et Enikolopov, 2008).
Représentation temporelle de D’apparition progressive des progéniteurs proliférants (amplifying neural
progenitors), des neuroblastes de type D1 (neuroblasts type 1), de type D2 (neuroblasts type 2), de type
D3/Neurones immatures (immature neurons) et des neurones en grain matures (granule cells). Ce schéma
représente aussi les différentes morphologies des sous classes de neuroblates.

Les cellules D2 présentent des courts et épais prolongements alors que les cellules D3
ont déja acquis les caractéristiques morphologiques de neurones immatures incluant de
nombreux prolongements radiaux proéminents et trés branchés qui s’étendent a travers la
couche moléculaire (futures dendrites) et des prolongements fins et moindres projetant vers
I'hilus (futur axone : fibres moussues) (figures 23 et 24). Ces observations suggerent que les
progéniteurs proliférant se divisent, donnent naissance a une cellule postmitotique D2 qui va
maturer par lintermédiaire d’'un stade D3 pour former, au final, un neurone granulaire
fonctionnel (Seri et al., 2004). Il n’existe a aucun moment du processus une cellule
présentant a la fois des marqueurs neuronaux et gliaux. Ce qui laisse penser que méme si
les progéniteurs neuraux demeurent multipotents (gliaux et neuronaux), la nature du lignage

est susceptible de se faire au niveau de la prolifération soit des astrocytes germinatifs
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(cellules de type B), soit des progéniteurs proliférant. Cependant, I'expression de DCX reste
étroitement liée au devenir neuronal et non glial (Shetty et al., 2004).

Grace aux techniques de reconstruction 3D, il est clairement défini que les clusters de
cellules D nichent dans les «berceaux » que forment les astrocytes germinatifs, demeurant
au contact trés intime des neurones granulaires matures (figure 20) (Seri et al., 2004).
Comme nous l'avons vu tout a I'heure, la différenciation postmitotique de ces cellules est
caractérisée par I'expression transitoire de la DCX, la PSA-NCAM et I'apparition des
marqueurs neuronaux NeuN, Calrétinine et Calbindine (Kempermann et al., 2004b). La
maijorité de la formation neuritique a lieu durant cette période (Brandt et al., 2003; Ambrogini
et al., 2004). L’élongation de I'axone est rapide et commence juste aprés I'obtention du statut
postmitotique des neuroblastes. Les connections neuronales granulaires/CA3 sont établies,
mais non fonctionnelle des 4 a 10 jours aprés l'apparition des neuroblastes (Gould et al.,
1999). Pendant les premiers stades de maturation neuronale, les nouveaux neurones
présentent une résistance accrue aux stimuli synaptiques et une forte résistance
membranaire suggérant que leur maturation n’est pas régulée, du moins durant cette
période, par l'activité neuronale environnante (Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006).
Ensuite, ils regoivent des stimuli GABAergiques des interneurones de la CG, essentiels pour
I'établissement des synapses fonctionnelles et le développement des dendrites, mais
toujours pas de stimuli glutamatergiques (Sernagor et al., ; Ge et al., 2006; Overstreet-
Wadiche et al., 2006; Overstreet-Wadiche and Westbrook, 2006). Au cours des deuxiémes
et troisiemes semaines de maturation neuronale, les propriétés électrophysiologiques des
neurones nouvellement générés sont établies mais non finies. La signalisation
glutamatergique ne sera fonctionnelle qu’entre 14 et 18 jours de développement et
progresse simultanément avec [I'élongation dendritique et la formation des épines
dendritiques (Zhao et al., 2006). A 7 semaines de maturation, les jeunes neurones sont
maintenant capables d’envoyer des potentiels d’actions aux neurones de la CA3 via les
fibres moussues et présentent des réponses électrophysiologiques similaires aux neurones
granulaires voisins, prouvant qu’ils se sont bien intégrés dans les réseaux synaptiques

préexistants (van Praag et al., 2002).

La seule maniére de distinguer les neurones nouvellement générés des neurones
granulaires formés durant 'embryogenése est I'étude électrophysiologique de leur plasticité
synaptique : en effet, leur seuil d’induction de la potentialisation a long terme (LTP) est
nettement plus faible, elles sont donc plus potentialisables (Schmidt-Hieber et al., 2004). De
récentes études ont d'ailleurs montré que la survie des neurones nouvellement générés
dépendait de leur aptitude a exprimer les récepteurs au glutamate de type NMDA
(spécifiquement la sous unité NR1), suggérant que leur survie et leur capacité a intégrer les
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réseaux synaptiques existants sont finement régulées par leurs caractéristiques

électrophysiologiques (Tashiro et al., 2006).

Les astrocytes germinatifs de la ZSG produisent un large exces de cellules destinées
au lignage neuronal et un surplus de neurones immatures. Celles qui ne seront pas
recrutées fonctionnellement sont éliminées par apoptose (Biebl et al., 2000). La mort
cellulaire des neuroblastes semble nettement supérieure a celle des cellules progénitrices. |l
semblerait que tous les neuroblastes soient en fait destinés a mourir et que ce sont les
processus fonctionnels acquis pendant leur maturation réussie qui leur permettraient de
survivre (Kempermann et al., 2004b; Kempermann et al., 2004a). L’élimination des cellules
incapables de réagir aux stimuli de maturation est rapide, précoce et le nombre de cellules
nouvellement générées devient stable 3 semaines aprés leur sortie du cycle cellulaire

(Kempermann et al., 2003).

La NGA adulte diminue dramatiquement avec I'age autant chez les rongeurs que chez
’humain (Kempermann et al., 2004a; Manganas et al., 2007). Des études ont montré que
cette diminution provenait d’'une réduction de [Iactivité proliférative des progéniteurs
proliférant et de migration des cellules de la ZSG a la CG (Heine et al., 2004; McDonald and
Wojtowicz, 2005).

2.3.2.4 Régulation des différentes étapes de la NGA

La progression et la coordination du processus de NGA de la prolifération des CSN
(Cellules Souches Neurales ou astrocytes germinatifs) jusqu’a l'intégration synaptique des
neurones nouvellement générés font preuve de régulations intrinséques et extrinseques trés
pointues et complexes par une multitude de facteurs (figure 25). Nous allons présenter ces
différentes régulations selon les deux types de phases du processus : les phases précoces
de la NGA (prolifération des CSN et des progéniteurs, spécification neuronale et migration
des neuroblastes) et les phases tardives (intégration synaptique, maturation morphologique

et survies neuronales).
e Régulations intrinséques de la NGA

Phases précoces de la NGA

Dans la ZSV, la spécification neuronale des astrocytes germinatifs est
séquentiellement guidée par des facteurs de transcription bHLH (basic Helix-Loop-Helix)
comme Ascl1, neurogénine 2, Neuro-D1, Neuro-D2, Tbr1 et Tbr2, qui sont des protéines
proneurales. Le pattern de bHLH exprimés au cours de la NGA hippocampale est a peu prés

équivalent a celui de la ZSV. L'action des bHLH suit un décours temporel débutant par une
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expression de protéines proneurales universelles (Ascl1 et Mash1) jusqu'a arriver a
I'expression de protéines spécifiques de sous types neuronaux (Neuro-D1) (Roybon et al., ;
Roybon et al., 2009), induisant la différenciation neuronale et la sortie du cycle cellulaire par

activation de protéines inhibitrices des kinases cyclines dépendant.

Les microARNs (miARNs) sont des ARN simple brin courts de 19 a 23 nucléotides,
non codant régulant I'expression de certains génes par appariement avec '’ARNm et inhibant
ainsi la synthése protéique. lls exercent leur activité épigénétique en maintenant le statut quo
de la cellule (par exemple I'identité tissulaire), ou régulant la progression d’un statut cellulaire

(par exemple pour le changement de statut d’expression de protéines lorsque la
synapse silencieuse devient active) (Hornstein and Shomron, 2006; Schratt et al., 2006).
Récemment, il a été montré que les miARNs seraient impliqués dans la spécification
neuronale des progéniteurs proliférant de la ZSV (Cheng et al., 2009). Une hypothése a
émergé énoncgant que ce seraient les miARNs qui réguleraient I'expression des bHLH
transitoires dans les progéniteurs afin d’enclencher progressivement leur spécification
neuronale. De plus, dans la ZSV, le miARNs 124 semble exprimé de fagon importante durant
la différenciation neuronale ; une surexpression de ce méme miARN augmenterait le nombre
de neurones matures alors que son extinction favoriserait la gliogenése au détriment de la
neurogenése (Cheng et al., 2009). miARNs 124 est un antagoniste de sox9, un facteur de
transcription impliqué dans la spécification gliale. Il interagit aussi avec SCP1, un composant
du complexe REST/NRSF réprimant les genes de spécification neuronaux dans les cellules
immatures (Boutz et al., 2007; Makeyev et al., 2007; Visvanathan et al., 2007).

Au niveau du GD, l'action des facteurs de transcription bHLH sur la spécification
neuronale a aussi été mise en évidence au cours de la NGA : Asc1 et neurogénine 2 (Kim et
al., 2007; Jessberger et al., 2008). La déficience d’EF2 provoque aussi des diminutions de la
prolifération des progéniteurs proliférant de la ZSG et de la production de neurones in fine,
comme dans la ZSV (Cooper-Kuhn et al., 2002).
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Figure 25 : tableaux récapitulatifs des régulations intrinséques et extrinséques des phases précoces et
tardives de la neurogenése adulte (d’aprés Pathania et Borday, 2010).

(ZSG : Zone Sous Granulaire, ZSV : Zone Sous Ventriculaire)

En outre, de nombreuses études suggeérent un réle majeur du géne de susceptibilité a
la schizophrénie, DISC1 dans la régulation des phases précoces et tardive de la NGA
hippocampale. Trés récemment, des études visent a mettre en évidence le role de DISC1
dans la ZSG. Il semble que DISC1 soit impliqué dans la capacité proliférative des
progéniteurs de la ZSG en inhibant GSK3p et ainsi, la § caténine (Duan et al., 2007; Mao et
al., 2009). 1l est probable qu’il ait aussi un réle dans la migration des neuroblastes. Les
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astrocytes germinatifs exhibent des pieds cytoplasmiques entrant en contact étroit avec les
vaisseaux sanguins, leur permettant de répondre a la stimulation de facteurs présents dans
le systéme sanguin (Filippov et al., 2003). Dans le cerveau en développement, avant que
leurs synapses chimiques soient établies et fonctionnelles, astrocytes germinatifs
communiquent avec leur environnement cellulaire via des jonctions gap constituées de
connexine. Cette caractéristique est retrouvée au niveau des CSN de la ZSG adulte

(Melanson-Drapeau et al., 2003).

Phases tardives de la NGA

Les stades tardifs de la NGA sont la survie, l'intégration synaptique et la maturation
dendritique des neuroblastes. CREB (cAMP response element binding) est un facteur de
transcription largement étudié connu pour réguler autant les processus tardifs de la plasticité
synaptique et de la formation de la mémoire que la survie neuronale. Dans le BO adulte,
CREB parait important pour la survie neuronale et la mise en place de l'arborisation
dendritique des neuroblastes (Giachino et al., 2005). La phosphorylation de CREB est
transitoire et s’effectue lors de la migration des neuroblastes vers le BO et diminue lorsque
les neurones migrent radialement dans le BO et s’intégrent synaptiquement. La souris
déficiente pour CREB présente des déficits de survie des neuroblastes dans le BO. Par
ailleurs, linhibition in vitro de CREB atténue de fagon importante I'élongation neuritique
suggérant que CREB modulerait positivement la survie et I'élaboration dendritique dans le
BO.

Dans le GD, CREB a récemment été impliqué dans le développement dendritique et la
survie neuronale (Jagasia et al., 2009). La dépolarisation GABA-dépendante est nécessaire
a la phosphorylation de CREB dans le GD : l'inhibition de I'expression de NKCC (Na/K CI
Canal), un canal chlorique, abolit les dépolarisations GABA-dépendantes, provoquant une
diminution importante de la phosphorylation de CREB et ainsi, une altération de I'extension
neuritique et la survie neuronale dans le GD (Lagace et al., 2008; Jagasia et al., 2009). Cdk5
(clyclin-dependant kinase 5) semble aussi impliquée dans la modulation des phases tardive
de la NGA hippocampale. En effet, I'ablation conditionnelle ou inductible de Cdk5 dans le GD
postnatal provoque une réduction de la production de neuroblastes, sans modifier le nombre
de progéniteurs proliférant, suggérant que Cdk5 est nécessaire a la maturation et la survie
de neurones immatures (Lagace et al., 2008). Neuro-D1, un facteur de spécification
neuronale, exprimé en aval de la neurogénine 2 durant les phases précoces de la NGA, a
été récemment caractérisé comme régulant la survie des neurones nouvellement générés
(Gao et al., 2009). Un autre acteur intracellulaire important pour le positionnement et la
différenciation morphologique des neuroblastes du GD est DISC1. L’inhibition de
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'expression de DISC1 dans les astrocytes germinatifs démontre une accélération de
l'intégration des neuroblastes découlant d’'une altération de la formation dendritique et ainsi
un positionnement aberrant du corps cellulaire neuronal a I'extérieur de la CG et la couche
moléculaire du GD (Duan et al., 2007). Ces neurones néoformés présentent aussi une
excitabilité de la membrane neuronale exacerbée et un surnombre de synapses malformées,
suggérant que DISC1 régulerait les phases tardives de la NGA en freinant la formation

dendritique et I'intégration synaptique des neurones nouvellement générés.
e Régulations extrinséques de la NGA

Phases précoces

Le role des facteurs neurotrophiques dans la régulation de la NGA a fait 'objet de
nombreuses études (figure 25). Dans la ZSV, FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2) semble
influencer les étapes précoces de la neurogenése, notamment la prolifération des
progéniteurs et la migration des neuroblastes de la ZSV aux BO (Wagner et al., 1999). Par
ailleurs, FGF2 est connu pour interagir avec le récepteur a 'EGF (Epidermal Growth Factor)
exprimé par les progéniteurs proliférant dans lesquels I'exposition au FGF2 est nécessaire
pour leur réponse a 'EGF et au TGF a (Transforming Growth Factor a), ligand endogéne du
récepteur a 'EGF (Kuhn et al., 1996; Lillien and Raphael, 2000; Jin et al., 2003). Des études
ont montré que 'EGF augmenterait spécifiquement la prolifération des progéniteurs dans la
ZSV au détriment du nombre de neuroblastes postmitotiques (Doetsch et al., 2002). Le
VEGF (Vascular, Endothelial Growth Factor), une protéine angiogénique aux effets
neurotrophiques et I'lGF1 (Insulin-like Growth Factor1) sont capables de potentialiser la
prolifération et la production des neuroblastes dans la ZSV ainsi que le placement des

neurones néoformés dans les BO (Jin et al., 2002; Hurtado-Chong et al., 2009).

A part réguler la prolifération des progéniteurs proliférant, les facteurs diffusibles
semblent aussi avoir un effet sur I'initialisation de la mise en place des niches germinatives
adultes, en influengant I'autorenouvellement des astrocytes germinatifs et la spécification
neuronale. Ces facteurs impliqués dans ces processus ne font pas partie de la famille des
facteurs diffusibles présent dans la circulation sanguine : sonic hedgehog (Shh), wnts, BMP
(Bone Morphogenic proteins) et Notch/Delta. La signalisation Shh est nécessaire pour
I'établissement et le maintien du pool d’astrocytes germinatifs quiescents de la SVZ (Balordi
and Fishell, 2007). L’ablation de Smoothened, une protéine de la voie de signalisation Shh
provoque l'interruption du processus de NGA dans la ZSV par la mort de tous les astrocytes
germinatifs (Balordi and Fishell, 2007). La voie Notch/Delta est un systéme de
communication cellule/cellule trés conservé dans I'évolution. Elle est aussi impliquée dans le

maintien de l'autorenouvellement et de [linhibition de la différenciation neuronale des
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astrocytes germinatifs (Chambers et al., 2001). BMP, une famille de facteurs de croissance
identique aux TGF a, semblent impliqués dans le lignage glial des astrocytes germinatifs de
la ZSV et noggin, un antagoniste de BMP, sécrété par les cellules épendymaires, joue le role

de facteur de spécification neuronale (Lim et al., 2000).

Dans la ZSV, les neuroblastes ont a parcourir une distance allant jusqu’a plusieurs
millimeétres afin de se différencier et coloniser le BO. La migration des neuroblastes integre
deux phases : la phase de migration tangentielle de la ZSV a la jonction entre RMS et BO et
une phase de migration radiale a la sortie de la RMS jusqu’au BO afin de commencer leur
intégration synaptique dans la couche granulaire et périglomérulaire. L'expression de Slit-1
et Slit-2 dans la ZSV permet de maintenir les neuroblastes dans la ZSV puis dans la RMS.
Simultanément, la production extracellulaire de netrine par les cellules mitrales du BO attire
les neuroblastes dans le BO afin qu’ils puissent s’intégrer (Wu et al., 1999; Murase and
Horwitz, 2002; Nguyen et al., 2003). La sécrétion de PK2 (Protein prokineticin2) permet
aussi l'attraction des neuroblastes de la RMS au BO (Ng et al., 2005). La signalisation des
ephrines est impliquée a la fois dans la régulation de la prolifération des progéniteurs, mais
aussi dans la migration des neuroblastes (Holmberg et al., 2005).

Au niveau du GD, les effets des facteurs trophiques sur les phases précoces de la
NGA sont trés similaires a la ZSV. FGF-2 est aussi connu pour réguler positivement la
prolifération des neuroblastes dans le GD (Zhao et al., 2007a). IGF-1 et VEGF augmentent
la production de neurones (Aberg et al., 2000; Jin et al., 2002). La neurotrophine 3 (NT3), un
facteur de croissance spécifique du GD semble nécessaire a la différenciation neuronale
dans le GD (Shimazu et al., 2006). Comme pour la ZSV, la destruction totale de la
signalisation shh aboutit a la perte du processus de génération de neurones a I'age adulte et
a l'atrophie de I'hippocampe (Han et al., 2008). L’ablation conditionnelle de Notch dans les
cellules GFAP™ réduit considérablement la prolifération des progéniteurs en faveur d’'une
surproduction de neuroblastes DCX" alors que I'expression constitutive de Notch a tendance
a réprimer la spécification neuronale des progéniteurs en faveur de leur prolifération (Breunig
et al., 2007). Il a été signalé que des antagonistes des BMP sont aussi retrouvés dans le GD
adulte : neurogenesine 1, sécrétée par les astrocytes et les neurones granulaires
environnants de la ZSG bloque la gliogenése en faveur de la neurogenése (Ueki et al.,
2003).

Phases tardives

Les phases tardives de la NGA semblent aussi répondre aux signalisations induites par
les facteurs neurotrophiques (figure 25). En effet, le polymorphisme d’un seul acide aminé du

geéne humain codant pour le BDNF (Val66Met) corréle avec de nombreux troubles de
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I’lhumeur et des déficits de mémorisation. Le BDNF semble aussi impliqué dans la survie des
neuroblastes de la ZSV et la discrimination des odeurs (Bath et al., 2008). Cette étude a
démontré aussi que le réle du BDNF sur la survie neuronale passe par I'expression du son

récepteur, TrkB par les neuroblastes de la ZSV.

La signalisation BDNF est aussi trés importante pour la NGA hippocampale. En effet,
la souris présentant la mutation Val66Met du BDNF humain présente une anxiété accrue,
des troubles de la mémoire coincidant avec des réductions de volume hippocampal (Chen et
al.,, 2006). La délétion conditionnelle ou inductible du récepteur au BDNF, TrkB dans les
astrocytes hippocampaux de souris provoque une diminution de la survie neuronale au
niveau du GD ainsi qu’'une altération dans leur pousse et embranchement dendritiques
(Bergami et al., 2009). La délétion compléte de TrkB induit aussi un comportement anxieux
chez la souris, une altération des phases tardives de la LTP hippocampale, suggérant les
réles de la signalisation BDNF dans l'intégration et la plasticité synaptique des neurones
nouvellement générés de I'hippocampe. FGF2 semble aussi important pour les phases
tardives de NGA du BO. Spécifiquement, la délétion du récepteur au FGF1 induit de sérieux
troubles de la LTP et des déficits dans les processus de consolidation de la mémoire (Zhao
et al., 2007a). L’altération de NT-3 provoque aussi une diminution de LTP corrélée a des
défauts d’apprentissage durant des tests comportementaux (Shimazu et al., 2006). L’ablation
conditionnelle et inductible de la voie de signalisation Notch résulte en une aberration de la
formation dendritique des neurones nouvellement générés du GD, alors que son expression

constitutive a tendance a la complexifier (Breunig et al., 2007).
e Régulations par les neurotransmetteurs

Le GABA

Le GABA, neurotransmetteur inhibiteur majeur du systéme nerveux central, est bien
connu pour réguler le développement des circuits neuronaux embryonnaires et adultes
(Barker et al., 1998; Ben-Ari, 2002; Bordey, 2006). L'effet dépolarisant du GABA sur les
neurones en formation dans le cerveau adulte et les progéniteurs proliférant semble jouer un
role dans la prolifération, la migration et la morphogenése neuritique (Marty and Llano,
2005). La NGA de la ZSV et ZSG récapitulent bien le réle du GABA embryonnaire (Bordey,
2006; Ge et al., 2007). Dans la ZSV et la ZSG, les CSN et les neuroblastes expriment tous
deux les récepteurs GABAA. Des données électrophysiologiques indiquent que les
neuroblastes relachent du GABA aussi bien de fagon synaptique que non synaptique et ceci
active I'expression des récepteurs au GABA des CSN (Wang et al, 2003b, Nguyen et al,
2003). De part I'expression de transporteurs au GABA, les SCN sont capables de réguler les

taux de GABA environnants au sein de la niche germinative. Le GABA potentialise aussi la
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migration des neuroblastes le long de la RMS (Bolteus and Bordey, 2004). Ces données
suggerent que le GABA serait un régulateur négatif des étapes précoces de la NGA de la
ZSV.

La dépolarisation des neurones immatures induite par le GABA est cruciale pour la
formation synaptique durant I'embryogenése (Wang and Kriegstein, 2008). A I'dge adulte,
aprés leur migration vers le BO, les neuroblastes migrent tangentiellement vers la couche
granulaire tout en élaborant une structure dendritique complexe associée a I'établissement
de synapses fonctionnelles (Belluzzi et al.,, 2003; Carleton et al., 2003). Le rble de la
signalisation du récepteur GABA, est important pour l'initiation, I'élongation et la stabilisation
de l'arborisation dendritique des neurones immatures. En effet, le flux de Calcium induit par
la dépolarisation gabaergique permet la stabilisation des protusions dendritiques en cours de
formation (Gascon et al., 2006). Au niveau du GD, le GABA extracellulaire dépolarise les
jeunes neurones dés les premiéres semaines de formation et permet aussi la formation de
'arbre dendritique. Aprés cette période se produit une inversion totale du gradient chlorique
et le GABA devient alors hyperpolarisant et arbore alors son réle signalétique physiologique.

Le glutamate

Durant la neurogenése embryonnaire, la signalisation glutamatergique influence la
prolifération, la spécification et la migration des neurones en cours de formation (LoTurco et
al.,, 1995; Haydar et al., 2000; Schlett, 2006). Au cours de la NGA, les neuroblastes de la
ZSV expriment aussi des récepteurs AMPA fonctionnels que les récepteur mGIuR5 et
GLUKS, un récepteur au kainate (Platel et al., 2008a; Platel et al., 2008b). Ces trois types de
récepteurs induisent une augmentation de calcium intracellulaire dans les neuroblastes de la
ZSV. On ne sait toujours pas par contre, si I'expression de ces récepteurs influence la
migration des neuroblastes le long de la RMS. Le relargage spontané de glutamate par les
astrocytes environnants de la ZSV permet [l'activation des récepteurs NMDA des
neuroblastes en cours de maturation, ce qui provoque une accélération de leur migration le
long de la RMS. L’ablation génétique de la sous unité NR; du récepteur NMDA induit une
apoptose massive des neuroblastes suggérant un réle protecteur de la signalisation
glutamatergique sur la survie des neuroblastes de la ZSV (Platel et al., 2010). Une fois dans
le BO, les neurones commencent a s’intégrer synaptiquement dans les circuits préexistants,
génerent des potentiels d’action et établissent d’'abord des signaux GABAergiques puis des
signaux glutamatergiques (Belluzzi et al., 2003). Il a été récemment montré que les neurones
granulaires nouvellement produits étaient capables d’exprimer une LTP transitoire en

réponse a la signalisation glutamatergique environnante. Cette LTP disparait ensuite lorsque
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les neurones ont complété leur maturation, montrant que les neurones immatures ont des

propriétés spécifiques et différentes des neurones matures (Nissant et al., 2009).

Au niveau de I'hippocampe, l'induction de la LTP au niveau des fibres perforantes du
cortex entorhinal vers les neurones granulaires du GD stimule la prolifération des
progéniteurs proliférant (Bruel-Jungerman et al., 2006; Chun et al., 2006). Le glutamate peut
donc participer aux phases précoces de la NGA hippocampale, cependant la complexité de
sa signalisation ne nous permet pas encore d’établir de rbles précis concernant la
spécification neuronale et la migration des neuroblastes du GD adulte. Les neuroblastes
expriment des récepteurs NMDA ainsi que les sous-unités NR; et NR, (Ambrogini et al.,
2004; Overstreet Wadiche et al., 2005; Nacher et al., 2007). La délétion d’'une seule copie du
gene codant pour la sous unité NR; dans ces neuroblastes suffit a réduire leur survie
(Tashiro et al., 2006). La stimulation glutamatergique des neurones néoformés et leur
réponse sont déterminantes pour leur survie (Platel et al., 2007; Platel et al., 2008b; Platel et
al.). Ces résultats suggerent que la survie neuronale dépend intimement de leur pouvoir
glutamatergique, ainsi les neurones exprimant la sous-unité fonctionnelle NR; survivent,
ceux qui ne I'expriment pas étant éliminés. Entre la 4°™ et la 6°™ semaine de maturation,
survient une période ou I'expression fonctionnelle de NR; est indispensable pour la survie de
ces mémes neurones. L’expression de la sous unité NR; induisant une diminution du seulil
de potentialisation de la synapse, les neurones nouvellement générés sont donc plus
sensibles a l'induction d’'une LTP (seuil d’'induction plus faible que les neurones matures) qui
reste insensible au GABA (Ge et al., 2007). Cette particularité est tres importante et pourrait
participer aux processus de meémorisation, d’apprentissage et de plasticité neuronale
massive présente dans I'’hippocampe.

La sérotonine (5HT)

La sérotonine durant le développement est considéré comme facteur neurotrophique
trés important, agissant en synergie avec le BDNF (Neckameyer, 2010). Elle stimule tres
fortement la prolifération de la glie radiaire, mais aussi les étapes de maturation
morphologiques des neurones (Neckameyer, 2010). L’hilus, le GD et la couche moléculaire,
est innervé massivement par des fibres sérotoninergiques provenant du raphé dorsal et
médian (Oleskevich et al., 1991). Des signaux sérotoninergiques provenant du raphé sont
trés importants pour la régulation de la NGA hippocampale. La déplétion de 5HT dans des
rats femelle, par dénervation chimique diminue massivement la prolifération cellulaire, le
nombre de neurones DCX' et le nombre de neurones nouvellement générés dans
'hippocampe et les BO (Brezun and Daszuta, 1999; Jha et al.,, 2006). Le déficit de
prolifération peut étre diminué par la greffe de neurones 5HT dans I'hippocampe. Les
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traitements par les antidépresseurs comme la fluoxétine, inhibant la recapture de la
sérotonine augmentent la NGA hippocampale de rats (Huang and Herbert, 2006) et de
souris (Wang et al., 2008).

Bien que le réle de la 5HT sur la NGA soit bien établi, il existe cependant 15 types de
récepteurs a la 5HT et il n'est pas encore possible détablir quels sont les récepteurs
impliqués dans la régulation de la NGA hippocampale. Des antagonistes des récepteurs
5HT,a réduisent la prolifération des progéniteurs proliférant chez des rats (Radley and
Jacobs, 2002), mais la souris KO 5HTs ne présente pas de réductions de prolifération
cellulaire (Santarelli et al., 2003). La suractivation chimique des récepteurs 5HTx» augmente
les capacités prolifératives de la ZSG sans affecter la différenciation ni la production in fine
de neurones. De fagon intéressante, I'expression des récepteurs 5HTqs est trés faible et
concerne les SCN et neurones matures (Patel and Zhou, 2005). Ceci suggére que l'effet des
récepteurs SHT sur la prolifération dans le GD via les 5HT1A serait indirect. Bien que la
signalisation 5HT4g ne semble pas réguler la prolifération des progéniteurs de I'hippocampe,
la suractivation de ces récepteurs atténue les déficits induits par la déplétion
sérotoninergique (Banasr et al., 2004). Les effets des autres récepteurs a la sérotonine sur la
NGA hippocampale restent diffus. Ceci signifie que le role de la sérotonine est complexe et
dépend non seulement du type de récepteur exprimé, mais aussi de I'état de I'organisme. De
plus, la signalisation sérotoninergique induit I'expression de facteurs neurotrophiques et de
croissance qui eux, pourraient affecter la NGA (Duman and Monteggia, 2006).

La dopamine

La ZSV est innervée par des fibres dopaminergiques provenant de la substance noire
alors que la ZSG est innervée, elle, par des fibres dopaminergiques provenant de I'aire
segmentale ventrale. La signalisation dopaminergique semble réguler la prolifération des
progéniteurs proliférant via I'expression des récepteurs D, dans les deux régions (Hoglinger
et al., 2004; Miller and Gauthier-Fisher, 2009). Dans les patients souffrant de maladie de
Parkinson, la prolifération dans la ZSV est largement diminuée. Cet effet a ét¢ montré
comme découlant de linduction d'EGF et CNTF sécrétés massivement en réponse a
l'activité dopaminergique (O'Keeffe et al., 2009). Il semble que l'activité dopaminergique
régule la prolifération dans la ZSV, mais aussi la spécification neuronale (Winner et al.,
2006). Cependant, les données concernant I'influence de la signalisation dopaminergique

dans la ZSG demeurent encore contradictoires et peu analysées.
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23.3 Réle fonctionnel de la NGA hippocampale

Il est maintenant bien démontré que les neurones nouvellement générés dans
I'hippocampe sont électrophysiologiquement fonctionnels et intégrés dans les circuits
neuronaux. Cependant, le réle de ces neurones dans la fonction hippocampale demeure

encore obscur et a fait I'objet d’'une recherche intense ces demieres années.

Une des stratégies afin d’appréhender le role de la NGA hippocampale a consisté en
I'étude de l'influence de la mémorisation et de I'apprentissage sur la NGA méme. Alors que
les tests d'apprentissage hippocampe-indépendant n’ont aucun effet, iI semble que
l'apprentissage hippocampe-dépendant améliore la survie des neurones agés d’une
semaine, sans affecter la prolifération des progéniteurs (Gould et al., 1999). Cette influence
peut persister jusqu’a 2 mois aprés I'entrainement (Leuner and Shors, 2004). Les animaux
qui apprennent mieux le test de Morris ont aussi une survie neuronale plus importante que
ceux qui apprennent mal (Sisti et al.,, 2007). Ceci suggére que c'est réellement
l'apprentissage et non juste I'exposition aux tests qui augmente la survie des neurones
nouvellement générés. De plus, I'exercice physique, qui améliore les performances aux tests
d’apprentissage hippocampe-dépendant, a aussi des effets bénéfiques sur la NGA
hippocampale (van Praag et al., 1999; Brown et al., 2003). Il semble donc y avoir une tres
forte corrélation entre la fonction hippocampale et la neurogenése adulte lors des processus
d’apprentissage et de I'entrainement cérébral.

Une des fonctions que pourraient avoir les neurones hippocampaux nouvellement
générés pourrait provenir de leurs propriétés physiologiques particuliéres comme une
plasticité spécifique leur permettant de répondre et d’intégrer plus rapidement les stimuli
présents durant les processus de formation de la mémoire (Bruel-Jungerman et al., 2007).
Cette idée vient du fait que les neurones nouvellement générés ont des seuils d’induction de
LTP moins élevés et expriment immédiatement des génes impliqués dans la plasticité et la
formation de la mémoire. De fagon intéressante, la LTP, qui joue un réle dans le processus
de mémorisation, est connue aussi pour réguler la NGA hippocampale (voir paragraphe
régulation de la NGA par le glutamate). L’induction d'une LTP des fibres perforantes
augmente la prolifération cellulaire des progéniteurs dans le GD et la survie neuronale des
neurones agés de 2 semaines (Bruel-Jungerman et al., 2006). Ainsi, la plasticité neuronale
dépendante de l'activité hippocampique dans le gyrus denté durant 'apprentissage pourrait
étre a I'origine de 'augmentation de la NGA observée (Bruel-Jungerman et al., 2007).

Afin de prouver le réle de la NGA dans les processus de mémorisation hippocampe
dépendant, les études ont consisté a altérer la NGA hippocampale dans des rongeurs et
analyser leur capacité a réussir les tests comportementaux cognitifs. L’ablation de la NGA
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est restée le moyen le plus fiable et probant pour I'étude de sa fonction. Une altération de la
NGA hippocampale par injection de MAM (methylazoxymethanol : un agent méthylant ’ADN
et bloquant alors I'avancée dans le cycle cellulaire des cellules) chez des rats provoque des
défauts d’apprentissage durant des tests conditionnés hippocampe-dépendant. Par ailleurs,
l'altération de la NGA ne perturbe en aucun cas les tests d’'apprentissage ne requérant pas
I’hippocampe. Quand ces mémes rats retrouvent, 3 semaines apres, une NGA hippocampale
fonctionnelle, ils sont de nouveaux capables de réussir les tests d’apprentissage dépendant
de Tl'hippocampe (Shors et al.,, 2001). Ces résultats suggérent que les neurones
nouvellement générés agés d'1 a 2 semaines sont fonctionnellement trés importants pour

ces apprentissages hippocampe-dépendant (Bruel-Jungerman et al., 2007).

La seconde technique utilisée afin d’abolir la NGA hippocampale a été l'irradiation aux
rayons X. Des études ont montré que ces rayons, directement focalisés sur I'hippocampe de
rongeurs, diminuaient leurs performances dans des tests d’apprentissage hippocampe-
dépendant tels que la reconnaissance des objets cachés ou bien la peur conditionnée
contextuelle (Madsen et al., 2003; Saxe et al., 2006; Winocur et al., 2006; Warner-Schmidt et
al., 2008). Les résultats concernant les aptitudes au test de la peur conditionnée contextuelle
aprés disruption de la NGA hippocampale demeurent contradictoires (Saxe et al., 2007).
Cependant, cette contradiction est due aux approches complétement différentes dans les
moyens d’ablation de la NGA et les temps d’attente entre disruption et test comportementaux
(Bruel-Jungerman et al., 2007). Concernant la performance des rats irradiés dans le test de
la piscine de Morris (apprentissage et mémoire spatiales conditionnés), les résultats
montrent tous une atteinte de la rétention a long terme (2-4 semaines) mais aucune
différence dans I'apprentissage a court terme, suggérant que la NGA hippocampale pourrait
étre impliquée dans les processus d’apprentissage visuel et de mémoire a long terme
(Snyder et al., 2005). Cependant, dans d’autres tests de mémoire et apprentissage spatiales
conditionnés, comme le test de Barnes ou le T maze, les rats dont la NGA hippocampale est
affectée ne réussissent ni I'apprentissage, ni la mémorisation de ceux-ci. Ces résultats
différent de ceux obtenus dans la piscine de Morris car les deux autres tests sont beaucoup
plus anxiogénes (la plate forme de Barnes est surélevée et non protégée et le T maze a des
cloisons transparentes et exposées, sources de stress pour les rongeurs) et il est reconnu

maintenant que le stress modifie les capacités de mémorisation et d’apprentissage.

Une autre approche utilisée pour altérer la NGA hippocampale a consisté a générer,
par modifications génétiques, des animaux n’ayant plus de CSN adultes. Trois modéles de
souris ont été utilisés dans la littérature. La souris GFAP-TK (Garcia et al., 2004), ou les
astrocytes germinatifs exprimant la thymidine kinase sont sélectivement éliminés aprés
l'injection de gencyclovir (Saxe et al., 2006; Saxe et al., 2007). Les souris Bax ou les cellules
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nestine positive (astrocytes germinatifs et progéniteurs proliférant), exprimant la protéine pro-
apoptotique Bax, sont spécifiquement éliminées lorsque que les souris sont traitées par la
doxycycline (Dupret et al., 2008). Ces deux souris n'ont donc plus du tout de NGA. Les
performances dans le test de la peur conditionnée contextuelle de la souris GFAP-TK sont
quasi nulles. Cependant, elle ne présente aucuns déficits dans les tests de mémoire visuelle.
Fonctionnellement, la LTP du gyrus denté est altérée (stimulation des fibres perforantes :
axones des neurones du cortex entorhinal qui connectent les dendrites des neurones
granulaires du GD). Contrairement a la souris GFAP-TK, la souris Bax présente des
altérations dans les tests de mémoire visuelle mais aucune dans le test de la peur
conditionnée. Les résultats obtenus avec ces animaux transgéniques restent encore non

concluants.

Les données concernant le réle de la NGA hippocampale semblent s’étayer, mais il est
nécessaire d’explorer encore ce domaine pour délimiter I'implication de la NGA dans les

troubles cognitifs présents dans différentes pathologies cérébrales.

234 Statut de la NGA dans les neuropathologies

Alors que la NGA hippocampale est bien caractérisée chez I’humain, la NGA olfactive
demeure encore controversée. De plus, le réle du systéme olfactif chez 'homme est
beaucoup moins sollicité que chez les rongeurs. Par ailleurs, la taille des bulbes olfactifs
chez 'humain est largement sous représenté, par rapport aux rongeurs. Depuis que le role
de la NGA hippocampale dans les psychopathologies est peu a peu investigué, de
nombreuses études concernant I'impact des pathologies neurales sur les niches neuronales
germinatives adultes sont effectuées. Dans les neuropathologies (dégénératives,
psychiatriques, traumatiques) la prolifération des progéniteurs et la migration neuronale sont
presque toujours altérées que ce soit dans la ZSV ou la ZSG de modéles animaux.
Cependant, on ne sait toujours pas si cette altération est la cause ou la conséquence de la
pathologie (Thompson et al., 2008).

2.3.4.1 Maladies neurodégénératives

Les résultats obtenus chez les patients humains atteints de maladie
neurodégénératives restent encore controversés. Pour linstant, il semble que la NGA
hippocampale soit augmentée chez les patients atteints d'Alzheimer (MA) (Jin et al., 2004a;
Jin et al., 2004b). Cependant, elle est diminuée dans de nombreux modéles animaux
Alzheimer excepté celui exprimant la forme mutant du précurseur amyloide humain (Feng et
al., 2001; Wen et al., 2002; Jin et al., 2004b; Verret et al., 2007). La mémoire associative et

I'olfaction sont par ailleurs précocement affectées dans la MA suggérant que l'altération de la
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NGA de la ZSV et la ZSG pourraient contribuer au développement de la maladie. Cependant
le lien entre MA et NGA reste encore mal défini. Dans la maladie d’Huntington, les résultats
ne sont pas mieux caractérisés. La prolifération des progéniteurs de la ZSV humaine semble
augmentée et son taux directement lié a la gravité de la maladie (Curtis et al., 2003).
Parallelement, cette méme prolifération est aussi augmentée dans un modéle animal
d’Huntington, la souris Rg2. De plus il semble que la migration des neuroblastes de la RMS

soit aberrante et dérive vers le striatum plutét que les BO (Batista et al., 2006).

Les patients humains parkinsoniens, dans lesquels la transmission dopaminergique est
altérée, présentent une diminution de la prolifération des progéniteurs a la fois de la ZSV et
la ZSG (Hoglinger et al., 2004), ce qui corréle bien avec le fait que la dopamine agit
positivement sur la prolifération (Baker et al., 2004; Borta and Hoglinger, 2007). Dans le
modéle animal parkinsonien, le rat 6-OHDA (6-hydroxydopamine), la réduction de la
prolifération de la ZSV semble aussi diminuée et la migration des neuroblastes aberrante
(Baker et al., 2004; Hoglinger et al., 2007). Cependant le role exact de la migration

différentielle dans ce modele n’a trouvé encore aucune explication.

2.3.4.2 Epilepsie

La relation entre NGA hippocampale et les nombreux remodelages hippocampaux
observés dans I'épilepsie temporale (réorganisation des fibres moussues, dispersion et
activité aberrante des neurones granulaires) humaine et animale ont été massivement
analysés. La NGA hippocampale semble augmentée et la migration des neuroblastes
détournée vers I'hilus dans un modéle animal traité a la pilocarpine, un agent promoteur
d’épilepsie (Parent et al., 1997; Scharfman et al., 2000). Cependant, le blocage de la
prolifération cellulaire par irradiation n'empéche pas le remodelage des fibres moussues,
suggérant la non-contribution des neurones nouvellement générés dans l'altération de la
mise en place des fibres moussues (Parent et al., 1999). La perte de la migration normale
des neuroblastes de la CG provient d’'une diminution de la rééline par les interneurones,
jouant un réle dans la migration neuronale dans le GD (Gong et al., 2007). Les jeunes
neurones ayant migré dans [l'hilus présentent une hyperexcitabilité et seraient ainsi
responsables de la genése et la propagation de la Iésion. La pilocarpine provoque aussi, au
niveau de la ZSV une augmentation de la prolifération mais aussi une migration des
neuroblastes aberrante qui se dirigent vers le striatum, le cops calleux, I'hippocampe et le
cortex (Parent and Lowenstein, 2002; Parent et al., 2006). Ces progéniteurs donnent
naissance a des astrocytes et des oligodendrocytes au lieu de donner des neurones (Parent
et al., 2006). On retrouve les mémes dérégulations chez les patients épileptiques humains
(Gonzalez-Martinez et al., 2007).
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2.3.4.3 Troubles psychiatriques

e Dépression

De nombreuses études portant sur le role de la NGA dans les pathologies avaient
suggéré qu’une diminution de la production de neurones hippocampaux a I'dge adulte
suffisait au développement de la dépression. Par ailleurs, l'efficacité des antidépresseurs
passait inexorablement par 'augmentation de la NGA hippocampale (Duman et al., 2001).
Plusieurs études sur le comportement humain ont montré que le stress altérait la NGA
hippocampale (voir chapitre sur les régulations de la NGA). De plus, les mécanismes du
stress sont connus pour amplifier le statut dépressif chez les patients vulnérables et la moitié
des patients déja dépressifs présentent une dérégulation du systéme hypothalamo-
hypophysaire (Carroll et al., 1968; Gold and Chrousos, 2002). Enfin, de nombreux
traitements antidépresseurs utilisés de fagon chronique sont connus pour augmenter le taux
de NGA hippocampale au méme moment ou les premiers effets bénéfiques

comportementaux se font ressentir (Duman et al., 2001).

Il est maintenant bien établi que les patients dépressifs ont aussi des capacités
d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-dépendant altérées et accompagnées
d’'une diminution du volume hippocampal (Sheline et al., 1999; Bremner et al., 2000; Austin
et al., 2001; Fossati et al., 2001).Cette atrophie hippocampale semble aussi directement liée
a la gravité et la durée de la maladie (Sheline, 2003). Il semble que I'augmentation de
I'apoptose neuronale et gliale, la diminution du neuropil et de la NGA hippocampale soient
responsables de ces changements volumétriques (Sahay et al., 2007). D’autres données
cliniques et précliniques suggérent que cette réduction de volume serait accompagnée d’'une
altération du neuropil (dendritique) et d'une diminution de la population gliale sans
nécessairement modifier la prolifération des progéniteurs ou I'apoptose neuronale (Muller et
al., 2001; Santarelli et al., 2003; Reif et al., 2006; Czeh and Lucassen, 2007).

La NGA hippocampale ne semble pas impliquée dans la mise en place de la
dépression mais plutét dans I'action bénéfique des antidépresseurs (Sahay and Hen, 2007).
En effet, les délais defficacité des traitements (plusieurs semaines) correspondent
directement au temps nécessaire a la maturation des neurones nouvellement générés.
Quelque soit la nature des traitements (Inhibiteurs de la recapture des monoamines,
tricycliques, chocs électroconvulsifs, inhibiteurs de phosphodiestérase), ils provoquent tous
chez les rongeurs une augmentation de la NGA hippocampale (Madsen et al., 2000; Malberg
et al., 2000; Manev et al., 2001; Nakagawa et al., 2002). D’autres traitements ayant des
effets bénéfiques sur la dépression comme l'activité physique ou I'environnement enrichi

renforcent aussi la production de neurones hippocampaux a I'dge adulte (van Praag et al.,
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1999; Malberg et al., 2000; Meshi et al., 2006). La fluoxétine, par exemple, accélére la
maturation des neurones granulaires immatures (Wang et al., 2008). La capacité des
antidépresseurs a augmenter la survie neuronale reste encore controversée malgré le
nombre élevé d’études s’y étant intéressées. Cependant, I'efficacité des antidépresseurs a
contrer la diminution de NGA provoquée par le stress elle, est bien définie (Czeh et al., 2001;
Malberg and Duman, 2003; Dranovsky and Hen, 2006). Finalement, I'ablation de la NGA
dans des souris, quelque soit son mode (génétique, chimique...) ne provoque pas de
comportement dépressif, mais empéche [I'amélioration de la réponse aux tests
comportementaux qui, normalement sont sensibles aux traitements antidépresseurs
(Santarelli et al., 2003).

On ne sait toujours pas par contre, quelles sont les molécules et les mécanismes
moléculaires régulant la NGA qui sont ciblés par les antidépresseurs. Sachant que les
antidépresseurs agissent principalement sur le systéme sérotoninergique, de nombreuses
études se sont portées sur les modéles animaux dont le systéeme sérotoninergique a été
altéré. Il semble que le récepteur 5-HT1A soit essentiel pour I'efficacité de la fluoxétine, et
non I'imipramine, sur 'augmentation de la NGA hippocampale (Santarelli et al., 2003). Le
role des autres récepteurs sérotoninergiques sur la NGA reste encore mal défini. Nous
savons par ailleurs que l'utilisation chronique d’antidépresseurs provoque la surexpression
de facteurs de croissance et de survie neuronale comme le BDNF, FGF-2, VEGF et IGF-1
(Duman and Monteggia, 2006). Par ailleurs, 'augmentation de la survie des neurones
nouvellement générés (et non la prolifération des progéniteurs) induite par les
antidépresseurs tricycliques est abolie dans les souris BDNF*" et les souris transgéniques
dominante négatives TrkB (Sairanen et al., 2005). L’'administration d’antagonistes de la
signalisation VEGF bloque aussi I'effet sur la NGA hippocampale de la fluoxétine, des chocs

électroconvulsifs et la désipramine (Warner-Schmidt and Duman, 2007).

Il reste a déterminer les conséquences fonctionnelles de I'augmentation du nombre de
neurones néoformés, via les antidépresseurs, sur les circuits neuronaux de I'hippocampe. Il
semblerait que I'administration chronique de fluoxétine augmentant la LTP dans le gyrus
denté et qu'elle dépende de la NGA. En effet, la fluoxétine n’agit plus sur la LTP dans les
modeéles chimiques d’animaux ne présentant plus de NGA hippocampale (Wang et al.,
2008). Les études aujourd’hui tentent de définir les effets de la potentialisation de la fonction
du GD, antidépresseurs-dépendante, sur I'activité hippocampale nécessaire a I'atténuation
des troubles dépressifs (Sahay and Hen, 2007). Il reste donc a caractériser les effets de la
NGA sur les comportements affectifs nécessaires a l'efficacité du traitement de la

dépression.
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e Schizophrénie

Il a été récemment montré que la prolifération des astrocytes germinatifs et des
progéniteurs proliférant hippocampaux Ki-67" (marqueur de cellules prolifératives) était
diminuée dans des cerveaux post-mortem de patients humains schizophrénes, et que cette
diminution pouvait contribuer a la mise en place de la maladie (Reif et al., 2006). Les études
génétiques ont identifié plusieurs génes associés a la schizophrénie comme DISC1 (Millar et
al., 2000). DISC1 est exprimé principalement dans le cerveau embryonnaire (Austin et al,
2004) et joue un role dans le développement neuronal (Millar et al., 2003). La souris dont
l'inhibition de DISC1 est restreinte aux neurones hippocampaux néoformés, présente une
hypertrophie de ces nouveaux neurones, une accélération de la maturation dendritique
aboutissant au final a une formation dendritique aberrante accompagnée d’une migration
exacerbée au-dela de la couche moléculaire du GD. Les synapses présentent une
maturation précoce qui les rend hyperexcitables (Duan et al., 2007). Ces résultats suggérent
que DISC1 orchestrerait la cinétique de l'intégration fonctionnelle neuronale au niveau du
cerveau adulte et démontre le role essentiel des génes de susceptibilité a la schizophrénie

dans les processus de développement cérébral, incluant la NGA.

Un autre gene susceptible d'étre associé a la schizophrénie est NPAS3. Une
dysfonction de ce géne a récemment était retrouvée dans une famille humaine atteinte de
schizophrénie (Kamnasaran et al., 2003). Elle découle d'une translocation entre les
chromosomes 9 et 14 provoquant la troncation du géne NPAS3 entre I'exon 2 et 3. La
protéine garde son domaine bHLH intact mais les domaines PAS eux sont tronqués. De
plus, la souris KO NPAS3 présente une altération de la prolifération cellulaire hippocampale
associée a une diminution de I'expression du récepteur FGF-1 (Pieper et al., 2005). Par
ailleurs, une réduction de I'expression de la réeline est retrouvée chez la souris déficiente en
FGF-1 (Erbel-Sieler et al., 2004). La réeline, protéine ubiquitaire et fortement exprimée dans
'hippocampe se trouve sous-exprimée dans des cerveaux post-mortem de patients
schizophrénes (Impagnatiello et al., 1998). De fagon intéressante, les souris KO réeline
présente de fortes réductions de NGA hippocampale en faveur d’une gliogenése plus
importante (Zhao et al., 2007b).

Des études se sont intéressées a l'action des antipsychotiques sur la NGA
hippocampale. Les antipsychotiques sont divisés en deux classes: les typiques et les
atypiques, basés sur leur prédisposition a produire des effets secondaires sur les régions
extrapyramidales (De Oliveira and Juruena, 2006). Le traitement chronique de souris par
I'antipsychotique typique halopéridol n’a pas d’effet sur leur NGA hippocampale (Madsen et
al., 2000; Malberg et al., 2000; Manev et al., 2001; Nakagawa et al., 2002) alors que le

traitement aigu lui, amplifie la prolifération de la NGA hippocampale dans les gerbilles
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(Dawirs et al., 1998). Cependant les traitements atypiques eux ont des effets significatifs sur
la NGA hippocampale. L'olanzapine en médication chronique augmente la NGA alors que la
clozapine augmente la prolifération cellulaire sans affecter la survie neuronale (Halim et al.,
2004; Kodama et al., 2004). Il a été montré aussi que l'injection chronique de clozapine, mais
non I'halopéridol, pouvait contrer I'effet de la phencyclidine (inhibiteur des récepteurs NMDA)
diminuant, sans antipsychotiques, la prolifération de la NGA hippocampale (Maeda et al.,
2007). Cependant, les effets des antipsychotiques atypiques demeurent controversés
(Wakade et al.,, 2002; Smith et al., 2004; Wang et al., 2004). Il semble que l'effet des
antipsychotiques differe selon I'état de santé psychologique des animaux: les
antispychotiques ne semblent pas avoir d’effet sur les animaux sains alors qu’ils agissent sur
la NGA de modeles murins de dépression ou de troubles apparentés a la schizophrénie.

Ces données suggerent que les altérations de la NGA hippocampale pourraient étre
impliquées dans la pathogenése de la schizophrénie, notamment dans les troubles cognitifs
et les symptdmes négatifs en relation avec des défauts de capacités fonctionnelles de
I’hippocampe. Il se pourrait que I'efficacité des traitements antipsychotiques atypiques passe,
en partie, par l'atténuation des déficits de la NGA (Reif et al., 2006). Finalement, les
traitements les plus efficaces sur la NGA semblent pouvoir mieux atténuer les déficits

cognitifs associés a la schizophrénie (Reif et al., 2006).
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3 Matériels et Méthodes

3.1 Animaux

Lors de nos travaux, deux génotypes de souris ont été utilisés :

- Les souris KO STOP (S™)

- Les souris sauvages (S**)

La souche de souris S, développée au laboratoire, a été obtenue en remplagant

I'exon 1 du géne stop avec une cassette contenant un géne rapporteur (-galactosidase) par

recombinaison homologue (Andrieux et al, 2002). Chez les souris S* et S”, I'expression de

la B-galactosidase est donc sous le contrdle du promoteur de la protéine STOP et permet

une étude fine du patron d’expression de la protéine STOP dans I'encéphale. Nous avons eu

accés a deux séries d'animaux différant par leur fond génétique, obtenus a partir de

différents protocoles de croisements décrits tableau 1 ci-dessous :

- Fond 1 : hybride 129SvPas/BalB - expérimentations sur animaux F2

- Fond 2 : hybride 129SvPas/C57 - expérimentations sur animaux F1

Fond 1 : hybride 129SvPas/BalBc¢

FO Souris ™~ Fond pur 129 S2/SvPas
x Souris S**Fond pur BALB/cJ
F1 Croisement: & S fond pur 129 — Souris S7"
S2/SvPas x @ S"* BALB/cJ 50% 129 S2/SvPas- 50% BALB/cJ
F2 Croisement : & F1 x ¢ F1 = Souris 87 X% 129 S2/SvPas- X%

BALB/cJ

Fond 2 : hybride 129SvPas/C57

FO Souris ™~ Fond pur 129 S2/SvPas
x Souris S** Fond pur C57BL/6
Fl1 Croisement : & FO S™ 129 S2/SvPas x — Souris S

Q FO S*" C57BL/6

50% S2/SvPas- 50% C57BL/6

Tableau 1: Génération des souris invalidées pour le gene STOP selon les fonds génétiques utilisés.

3.2 Anticorps
3.21 Anticorps primaires
Nom Protéine/Epitope Espece Dilution Origine
Anti-BrdU BrdU : marqueur nucléaire de Rat 1/75°™ IH Abcys
cellule en prolifération 1/600°™° IF
Anti-GFAP Marqueur astrocytaire Souris 1/1000°™ IF Upstate
1/1000°™ WB
Rat 1/500 "¢ IF TransLab
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Anti-DCX Marqueur des neuroblastes et Cochon | 1/1000°™ IF Chemicon
neurones immatures d’inde 1/15000 ™ TH
Anti-NeuN Protéine nucléaire neuronale Souris 1/4000 ™ IF Chemicon
1/10000°™ WB
1/40000 ™ TH
Anti- Géne rapporteur traduisant
B-galactosidase | I’expression de STOP chez les Lapin 1/1000 “™ IF Rockfeller
(B-gal) souris S” et S™°
Anti-MAP1 Protéine dendritique associée aux Souris 1/500“™ WB Sigma
MT
Anti-MAP2 Protéine associée aux MT Souris 1/500“™ WB Sigma
retrouvée dans les dendrites et les
corps cellulaires neuronaux
Anti-Taul Protéine axonale associée aux MT Lapin 1/1000 “** WB Chemicon
Anti-CaMKII aa 448 a 460 de I’extrémité C- Souris 1/2500°™ WB BD Transduction
terminale de la kinase CaMKII Laboratories
Anti-Ankyrine | Protéine spécifique des segments Souris 1/400°™ WB Chemicon
G initiaux des axones
Anti-NF200 NF de 200 kD : axonal Souris 1/1000°™ WB Chemicon
1/1000°™ IF
Anti-NF150 NF de 150 kD : axonal Souris 1/1000 eme WB Chemicon
Anti-NF200 Ph | NF de 200 kD phosphorillé : Souris 1/2500°™ WB Chemicon
axonal
Anti-Bassoon Protéine impliquée dans Souris 1/1000°"° WB Chemicon
’architecture des boutons
présynaptiques
Anti-Synapsine | Synapsine I Lapin | 1/100°™ WB Laboratoire
Baudier
Anti-GFP Aequorea victoria GFP Lapin 1/2000°™ TF MolecularProbes
Anti-GAP 43 Protéine axonale Lapin 1/500°™ WB Laboratoire
Baudier
Anti-NR1 Sous unité 1 du récepteur NMDA Lapin 1/1000°™ WB Chemicon
Anti-GluR |1 Sous unité 1 du récepteur AMPA Lapin 1/500°" WB Chemicon
Anti-PSD95 Post Synaptique Protein : protéine Souris 1/4000°" WB Chemicon
post synaptique retrouvée dans les
rafts dendritiques et les épines
Anti- Protéine vésiculaire présynaptique Souris 1/1500°™ WB Chemicon
Synaptophysine
Anti-Lamine B | Protéine nucléaire ubiquitaire Lapin 1/1000°™ WB Don
Anti-Lamine A | Protéines nucléaires ubiquitaires Lapin 1/1000°™ WB Don
et C
Anti-Histone Protéine nucléaire ubiquitaire Lapin 1/500°™ WB Millipore
H2b
égi(; tubuline Tubuline alpha souris 1/5000 ™ WB Laboratoire
Anti B tubuline | Tubuline béta souris 1/500°™ WB Laboratoire
Anti-PLP Protéine myélinique Lapin 1/1000°™ WB Fabriqué au
laboratoire
Anti-MBP Protéine myélinique Rat 1/1500°™ WB Laboratoire
Anti-CNPase Protéine myélinique Lapin 1/500°™ WB Sigma
Anti-NG2 Marqueur des précurseurs Lapin 1/500°" WB Laboratoire
d’oligodendrocytes
Anti-BIII Isoforme de béta tubuline Souris 1/100°™ WB Sigma
tubuline spécifique des neurones
Anti-NSE Gamma énolase neurone Poulet 1/1000°™ WB Chemicon

spécifique
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Tableau 2 : Anticorps primaires utilisés.
IF : immunofluorescence ; WB : Western-blot ; IH : immunohistochimie.

3.2.2 Anticorps secondaires

Nom Couplage Espece Dilution Origine
Anti-IgG de souris Alexa 488 1/1000°™ TF Jakson
Anti-IgG de lapin Cyanine 3 chevre | 1/1000°™ IF Molecular Probes
Anti-IgG de rat Cyanine 5 1/500°™ IF Molecular Probes
Anti-IgG de souris
Anti-IgG de lapin Peroxydase chévre | 1/5000°™ WB Jackson ImmunoResearch
Anti-IgG de rat
Anti-IgG de rat Lapin 1/250°™ TH Dako
Anti-IgG de cochon Biotine Chevre 1/250°™ IH Jackson
d’inde

Tableau 3 : Anticorps secondaires utilisés.
IF : immunofluorescence ; WB : Western-blot ; IH : immunohistochimie.

3.3 Etude anatomique du cerveau des souris S™

3.31 Dosage des protéines spécifiques de compartiments

cellulaires par Western blot

3.3.2 Préparation d’échantillons

Une élongation cervicale est pratiquée sur des souris S* et S”. Les cerveaux
disséqués sont ensuite placés dans un Daunce et broyés dans un volume ramené a 4 mL de
tampon composé de 30 mM Tris HCI, pH, 6.8 ; 0.5bmM EDTA ; 2% SDS ; cocktail d’'inhibiteur
de protéases (Roche). Chaque broyat est chauffé a 95°C pendant 5 min puis mis sur glace.
Le tout est ultracentrifugé 20 min a 100000 G puis le surnageant est récupéré, aliquoté et
conservé a -80°C.

3.3.2.1 Electrophorése des protéines en condition dénaturante (SDS-PAGE)

Les protéines sont séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence
de SDS, selon leur poids moléculaire. Avant d'étre déposés sur gel, les échantillons sont
dilués au 10-15éme selon la protéine a révéler et sont additionnés d’'une solution de tampon
dénaturant (Tampon G [5x]) contenant 125 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% Glycérol,
100 mM DTT (Dithiothréitol), 1% bleu de Bromophénol, et portés a ébullition pendant 3 min.
Lors de la migration les protéines sont séparées sur un gel contenant 8 a 12% d’une solution

d’acrylamide/bis-acrylamide (Bio-Rad), selon le poids moléculaire de la protéine a mettre en
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évidence. La migration est réalisée a 120 V dans un tampon Tris 50 mM pH 8,6, glycine 384
mM, SDS 1%, et est arrétée lorsque le front de migration (coloré par le bleu de
bromophénol) atteint la limite inférieure du gel. Le gel peut alors étre soumis a un
électrotransfert des protéines sur membrane pour une analyse ultérieure par

immunodétection (Western-blot).

3.3.2.2 Electrotransfert

L’électrotransfert sur une membrane de nitrocellulose des protéines séparées par
électrophorése en gel de polyacrylamide est effectué pendant 1 h a 100 V dans un tampon
Tris 25 mM pH 8,3, glycine 192 mM, méthanol 20% dans une cuve Mini Transblot (Bio-rad).
Le transfert est contrélé par une coloration réversible des protéines dans une solution de
rouge ponceau (rouge Ponceau S 1%, acide trichloroacétique 0.3%, méthanol 50%). Cette
coloration disparait par lavage de la membrane a I'eau distillée.

3.3.2.3 Détection immunologique des protéines transférées sur membrane de

nitrocellulose

Les sites aspécifiques présents sur la membrane sont saturés par incubation 1 h dans
un tampon PBS contenant 5% de lait (Biorad). Aprés trois lavages de 10 minutes en 0.1%
Tween PBS (PBST), la membrane est incubée pendant une nuit a 4°C avec l'anticorps
primaire dilué dans du PBST. Apres trois lavages de 10 min dans du PBST, la membrane est
incubée pendant 1 h a RT avec l'anticorps secondaire couplé a la peroxydase. Elle est
ensuite lavée deux fois pendant 5 minutes dans du PBST puis une fois avec du PBS seul. Le
kit ECL (« Enhanced Chemi-Luminescence », Amersham Life Science) permet révéler la
peroxydase de raifort qui catalyse I'oxydation du luminol en présence d’eau oxygénée. Le
luminol retourne ensuite a son état réduit en émettant une lumiére captée par une caméra

ultrasensible (Biorad).

3.3.2.4 Détermination des quantités des protéines et statistiques

Tous les échantillons de souris S**, S” sont déposés sur un méme gel pour chaque
quantification. La révélation se fait par acquisition de 'accumulation du nombre de pixel du
signal lumineux toutes les 30s, pendant 2 min 30 s, 5 min ou 10 min (Appareil Chemidoc,
Biorad) (figure 26).
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Accumulation du nombre de pixels noirs en fonction du temps par la caméra :
linéarité de la réaction enzymatique
90 s 120 s

30s 60 s

150 s 180 s 210s 240 s

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 sec

Le coefficient directeur de la pente est proportionnel a la quantité de protéine

Figure 26 : Représentation schématique de la technique de révélation du Western blot quantitatif utilisée.

L’acquisition de 1’accumulation du nombre de pixel, correspondant a la réaction enzymatique chromogéne est
enregistrée a des temps réguliers (ici, 30s). Le coefficient directeur est ensuite calculé a partir des données
d’accumulation des pixels a chaque temps donné. La droite est linéaire, le coefficient directeur de la droite est
donc proportionnel a la quantité de protéines déposées sur le gel.

Les mesures d'intensité de révélation sont réalisées a partir d’acquisition numérique en
utilisant le logiciel imagedJ. Les coefficients directeurs de la courbe de chaque cinétique sont
calculés avec le logiciel Excel. La pente de la cinétique de révélation est proportionnelle a la
quantité du marqueur révélé si, et seulement si, le signal de la bande reste 5 fois supérieur a
celui du bruit de fond. Les ratios protéiques analysés correspondent au rapport des pentes S

+/+

" par rapport & S** pour chaque marqueur. La variance des ratios obtenus pour les n
animaux a été calculée pour chaque marqueur protéique. La moyenne de ces variances
[S2%a = 0,03259] a été utilisée pour établir Iintervalle de confiance a 1% sur 'ensemble des
marqueurs soit 1+/- 0,222 pour n = 5 (intervalle de confiance : [0,792 ; 1,208]). Pour chaque
marqueur, nous avons réalisé, au préalable, une courbe de cinétique en fonction des
quantités protéiques afin de vérifier que nous soyons bien dans la zone de linéarité de

I'anticorps (figure 27).
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Le signal de I'anticorps est bien proportionnel a la quantité de protéine

Figure 27 : Exemple de mesure de la linéarité du signal de I’anticorps en fonction de la quantité protéique
déposée.

Anticorps utilisé : B III tubuline. Différentes quantités d’'un méme échantillon sont déposées. Le graphique
montre bien que nous nous trouvons dans la zone de linéarité du signal de 1’anticorps puisque le coefficient
directeur de la cinétique de révélation est proportionnel a la quantité de protéine déposée sur le gel.

3.3.3 Analyse histologique des tracts myélinisés du cerveau des

++

souris S” et S

3.3.3.1 Animaux utilisés

Les souris S™*, S™" utilisées pour notre étude sont générées a partir de croisement de
souris S”" STOP 129 S2/SvPas et S STOP C57BL/6. Notre étude utilise uniquement des
femelles de la génération F1, agées de 3-4 mois.

3.3.3.2 Sacrifice et préparation des cerveaux

Aprés anesthésie par une injection intrapéritonéale de pentobarbital (de 100 a 150
mg/kg), les souris sont fixées par perfusion intracardiaque de PBS (tampon phosphate salin :
130 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 5 mM Na;HPO,, 1,7 mM KH,PQ4, Ph 7,4) puis par une solution
de Paraformaldéhyde (PFA) a 4%. Les cerveaux sont prélevés et post-fixés une nuit a 4°
dans du PFA 4% puis incubés 36h dans une solution de saccharose 30%. Enfin, les
cerveaux sont congelés par inclusion dans du tissu-Tek R (Sakura) et conservés a -80°.
Ensuite des coupes coronales de 30 um (étude des tracts myélinisés) et 40 um (étude

histologique du fornix) des cerveaux sont réalisées au cryotome (Microm H 560). Les coupes
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flottantes sont conservées dans une solution cryoprotectrice (pour 1L final : glycérol 200mL,
tampon phosphate 125mL, éthyléne glycol 300mL et 375mL d’eau distillée) a -20°C.

3.3.3.3 Coloration des coupes

e Coloration au luxol fast blue

Les coupes sont étalées sur lame Superfrost® puis séchées pendant 1h. Les coupes
sont tout d’abord déshydratées dans un bain d’alcool a 95% puis incubées une nuit a 56°
dans une solution de luxol (100mL d’alcool 95%, 0,1 mg de luxol fast blue, 0,5 mL d’acide
acétique glacial). L’excés de colorant est enlevé par un bain d’alcool a 95%, les lames sont
ensuite rincées dans de 'eau distillée. Les lames sont plongées dans un bain de carbonate
de lithium (0,05 mg de carbonate de lithium, 100 mL d’eau distillée) pendant 30 secondes
puis dans un bain d’alcool a 70% pendant 30 secondes puis rincées a I'eau distillée. Les
étapes précédentes (carbonate de lithium et alcool a 70%) sont a renouveler tant que le
contraste entre substance blanche et substance grise n’est pas satisfaisant. Les lames sont
ensuite plongées pendant 5 minutes dans un bain de crésyl violet a 2,5% afin de colorer les
corps cellulaires puis rincées dans de I'eau distillée. Pour contraster la coloration, les lames
sont placées dans deux bains de deux minutes d’alcool successivement a 50%, 70%, 95%,
100%. Elles sont ensuite plongées dans un bain d’histolemon (5 min) puis montées avec du
DPX (Di-n-butylPhthalate in Xylene).

o Sélection des coupes pour I’étude de la surface des tracts myélinisés

Pour chaque animal, 4 coupes flottantes ont été sélectionnées a la loupe binoculaire a
partir des repéres anatomiques décrits dans « The mouse brain » de Georges Paxinos,
Keith.B.J.Franklin (figure 28).
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Bregmain mm

Repére anatomique Noms Distance du bregma (mm)
a Genou du corps calleux 1,10

b Apparition du gyrus denté -0,94

c Hippocampe dorsal -1,46

d Apparition de la commissure postérieure -2,30

Figure 28 : Représentation anatomique schématique des coupes coronales sélectionnées pour notre étude

d’aprés I’atlas « the Mouse Brain » de G.Paxinos.

Les 4 plans coronaux annotés de a a d sont indiqués sur le plan sagittal ou figure leur

position par rapport au bregma cranien. Le trait discontinu situé sur le plan coronal a indique

la position de la coupe sagittale. La position de chaque plan de coupe par rapport au Bregma

est mentionnée en mm. Les principales structures sont indiquées par leur abréviation.

Abréviations :

OB : bulbe olfactif

Hip : hippocampe

Ctx : cortex

mt : faisceau mamillo-thalamique

gcc : genou du corps calleux

cg : cingulum

ac : commissure antérieure
aca : commissure antérieure, antérieure

CPu : striatum

cer : cervelet

LV : ventricule latéral

3V : troisiéme ventricule

fi ; fimbria

f : fornix

pc : commissure postérieure

D3V : troisiéme ventricule dorsal

fr : faisceau rétroflexe
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e Sélection des coupes pour I’étude du fornix

Pour chaque animal, 6 coupes flottantes ont été sélectionnées a la loupe binoculaire a

partir des repéres anatomiques décrits dans « The mouse brain » de Georges Paxinos,
Keith.B.J.Franklin (figure 29).
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Repére anatomique Noms Distance du bregma (mm)

A’ Commissure dorso-ventrale du fornix +0,02

B’ Accolement du fornix ventral avec le 3°™ | -0,10
ventricule

c’ Partie du sm la plus large -0,34

D’ Apparition du gyrus denté inférieur -0,94

E’ Formation compléte du gyrus denté -1,34

F’ Limite entre hippocampe dorsal/ventral -2,30

Figure 29 : Représentation anatomique schématique des coupes coronales sélectionnées pour I’étude du
fornix d’aprés I’atlas « the Mouse Brain » de G.Paxinos.
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o Mesures et statistiques

Les mesures sont réalisées a partir d’acquisition numérique en utilisant le logiciel
imaged. Les statistiques sont faites a partir d'Excel en appliquant un test de Student. Les

valeurs sont considérées comme significatives quand p < 0,05.

3.34 Mise en évidence du fornix par tragage lipidique chez la

souris

Des souris S”* et S” sont perfusées comme décrit au préalablement et les cerveaux,
une fois extraits, sont conservés a 4°C dans du PFA 4 %. Les cerveaux sont ensuite coupés
en deux au niveau de l'intersection entre les deux hémisphéres. Une coloration partielle au
bleu luxol durant 5 min de la surface du cerveau aura permis de distinguer le fornix (qui
restera blanc puisqu’il se situe en profondeur de I'hémisphére, et donc la myéline le
composant ne sera pas colorée) des autres commissures axonales (qui elles seront colorées
en bleu puisque coupées). Un microcristal de Dil (molécule liposoluble capable de diffuser a
travers les membranes lipidiques) est déposé dans le fornix. Le cerveau est ensuite réincubé
dans de la PFA 4% au sein d’'une étuve a 37°C pendant 12 semaines, le temps que le Dil
diffuse tout au long du fornix. Les cerveaux sont ensuite inclus dans de I'agarose 4% puis
des coupes sagittales de 50 ym sont effectuées au vibratome (Leica VP). Les coupes sont
contre-colorées au Hoeschst dilué¢ au 1/1000°™ dans du PBST pendant 10 minutes a
température ambiante puis étalées sur lames Superfrost®. Le protocole identique pour le
rétrotragage de la partie post-commissurale du fornix. Nous avons seulement injecté le Dil

dans les corps mamillaires, région de projection du fornix.

Des reconstructions des coupes entiéres sont effectuées grace au logiciel Metamorph

et au microscope a fluorescence équipé d'une plateforme motorisée en x et y (Leica).

3.3.5 Tracage du fornix par injection cérébrale stéréotaxique de

lentivirus chez la souris

3.3.5.1 Protocole expérimental d’'infection lentivirale du subiculum dorsal

Les coordonnées des sites d’injection du lentivirus des souris S** et S~ ont été établies
par injection d’encre de chine dans le subiculum en partant des coordonnées préliminaires
indiquées dans le livret stéréotaxique de Paxinos. Ensuite, les souris ont été sacrifiées, le
cerveau congelé puis coupé au cryotome afin de repérer le site d’injection. Les coordonnées
ont ensuite été ajustées en fonction de la position du site d’injection par rapport a celui
désiré. De nouvelles injections ont été effectuées jusqu’a ce que le site dinjection soit
positionné a I'endroit désiré.
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Des souris femelles S™* et S” agées de 4 mois sont anesthésiées par injection en IP
d’un cocktail de Kétamine (80-100 ug/g, Imalgéne®), Xylazine (10 ug/g, Rompun®). Une fois
I'animal endormi, et fixé sur le cadre stéréotaxique (Kopff), de la lidocaine (2%, Lurocaine®)
est appliquée localement sur le crane au préalablement tondu. Aprés avoir incisé le crane au
scalpel, de la Vétadine est appliquée sur I'os du crane. Les Bregma et Lambda sont ensuite
mesurées et les coordonnées d’injection calculées. Une fois le crane percé, 0.75 yL de
solution virale pure sont injectés au niveau du subiculum dorsal droite et gauche

+/+

(coordonnées stéréotaxiques S™" : antéropostérieur: -3.3 mm, latéral : -1.65/+1.55 mm,
profondeur : -1.8 mm. Coordonnées stéréotaxiques S™ : antéropostérieur : -3.2 mm, latéral :
-1.6/+1.5 mm, profondeur : -1.62 mm) a I'aide d’'une microseringue (Hamilton) de 5 ul placée
sur une micropompe (marque) a vitesse de 0.15 uL/min. La canule est ensuite laissée 3
minutes en place du site d’injection puis relevée. Les deux sites d’injection sont ensuite
désinfectés a la Vétadine puis la peau du crane est suturée et enfin, 'animal est dégagé du
cadre stéréotaxique. Apres une injection en SC de Caproféne (5ug/g Rimadyl®) et de Borgal

(24%), 'animal est maintenu jusqu’a son réveil dans une cage thermostatée a 30°C.

Deux semaines sont nécessaires a I'expression maximale du virus dans les neurones
et a la diffusion de la GFP dans les neurites. Les animaux, une fois infectés sont donc
sacrifies 2 semaines aprés, comme décrit auparavant. Les cerveaux une fois prélevés sont
conservés a 4°C puis inclus dans de l'agarose 4%. Des coupes sagittales de 50 pm
flottantes sont alors effectuées au vibratome puis conservées dans du 0.01% Azide, PBS.

3.3.5.2 Mise en évidence du tragage lentiviral du fornix

Les coupes de cerveau danimaux S™* et S” infectés par le lentivirus sont
contrecolorés par un marqueur neuronal fluorescent, le Nissl 435 (Molecular probes) dilué au
1/200°™ dans du PBST, une nuit & 4°C. Elles sont ensuite étalées sur lames Starfrost® puis
analysées au microscope confocal (Zeiss). Les images sont acquises de maniére

séquentielle a l'aide du logiciel ZenSoftware (Zeiss).

3.3.6 Analyse histologique du subiculum dorsal chez la souris

Des souris S”* et S™ sont fixées et les cerveaux prélevés comme décrit au préalable
puis des coupes flottantes coronales de 40 um sont effectuées au vibratome. Elles sont
ensuite sont perméabilisées par du Triton X100 0,5% GPI (Goat Prelmmun serum) 5% PBS
pendant 1h. Apres trois lavages en PBS de 10 min, I'anticorps primaire dirigé contre NeuN
est ensuite incubé sur la nuit a 4°C dans du sérum de chévre (GPI) 1% PBST, avant que les
coupes ne subissent encore 3 lavages de 10 min en PBS. L’anticorps secondaire byotinilé
dirigé contre les Ig de souris est alors incubé pendant 1 h a RT dans du GPI 1% PBST.
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Aprés trois lavages de 10 min en PBS, les coupes sont mises en contact 1h avec la solution
d’amplification du signal ABComplex/HRP (Avidine aviaire, peroxydase de radis noir
biotynilée, Kit DakoCytomation), puis rincées trois fois 10 min en PBS. La révélation de
NeuN se fait grace a I'ajout de la solution de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB, Sigma) substrat
de la peroxydase. Au bout de 6 min, une coloration noire apparait. Une fois les coupes
rincées, elles sont étalées sur lames Superfrost®. Les observations microscopiques et les
acquisitions d'images ont été réalisées sur un microscope inversé (Car Zeiss) équipé d’un

appareil photo Nikon® coolpix et du logiciel Imaged.

Les comptages de cellules NeuN dans le subiculum dorsal ainsi que la mesure de la
surface de cette région sont effectués a I'aveugle. Les comparaisons de moyennes de la
surface du subiculum et de sa densité cellulaire ont été effectuées a l'aide du test f non-
paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une différence
sera significative vis-a-vis du groupe S""si p < 0,05.

3.4 Etude de la neurogenése adulte chez les souris
KO STOP

Aprés anesthésie par une injection intrapéritonéale de pentobarbital (de 100 a 150
mg/kg), les souris males et femelles 4gés de trois a quatre mois sont fixés par perfusion
intracardiaque de tampon phosphate salin (PBS : 130 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 5 mM
NayHPO,, 1,7 mM KH,POy4, pH 7,4) puis par une solution de PFA (PFA) a 4%. Les cerveaux
sont prélevés et post-fixés une nuit a 4°C dans du PFA 4% puis incubés 36 h dans une
solution de saccharose 30%. Enfin, les cerveaux sont congelés par inclusion dans du Tissu-

Tek® (Sakura) et conservés a -80°C.

Afin de sélectionner les régions désirées, des coupes coronales des cerveaux sont
effectuées au cryomicrotome (Microm). Pour I'étude de la cytogenése, pour le BO (Repére
anatomique : Bregma 4,28 mm a 3,56 mm), des coupes de 10 ym sont récupérées sur
lames polylysine puis conservées a -80°C; pour la ZSV et la partie antérieure de
I'hippocampe, des coupes de 25 um flottantes en PBS sont récoltées dans des plaques 48
puits et conservées a 4°C. Pour I'étude de la neurogenése long terme (nombre de neurones
in fine), des coupes de 15 um sont récupérées sur lames Superfrost® pour le bulbe olfactif et
des coupes de 25 um flottantes en PBS de tout I'hippocampe sont récoltées dans des
plaques 48 puits et conservées a 4°C. Pour I'étude du nombre de neuroblastes, des coupes
coronales de 40 um de I'hippocampe dorsal flottantes en PBS sont coupées au vibratome
(Leica) et récupérées dans des plaques 48 puits et conservées a 4°C.
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341 Etude de la proliféeration des cellules souches et
progéniteurs proliférant

3.4.1.1 Traitement des animaux par un marqueur nucléaire de la prolifération

La BromodésoxyUridine (BrdU) est un analogue de la thymidine capable de
s’incorporer dans les cellules en phase S. La BrdU est administrée aux souris S"* et S™
pendant deux jours par deux injections intrapéritonéales quotidiennes a 100 mg/kg en PBS
accompagnées de BrdU a 1 mg/mL en biberon. Les animaux sont ensuite sacrifiés comme

décrit ci-dessus 24 h aprés la derniére injection de BrdU.

3.4.1.2 Meéthode de révélation de la BrdU par immunohistochimie

Les coupes de cerveau sont perméabilisées par du Triton X100 0,5% PBS pendant 30
min. Aprés trois lavages en Tween 20 0.1% PBS (PBST) de 10 min, les coupes sont
incubées dans une solution d’acide chloridrique 2 N pendant 30 min a 37°C, puis rincées
trois fois 10 min dans du tampon borate 0,1 mM, pH 8,4. Apres deux lavages de 10 min en
PBST, I'anticorps primaire dirigé contre la BrdU est ensuite incubé sur la nuit a 4°C dans du
sérum de chevre (GPI) 5% PBST, avant que les coupes ne subissent encore 3 lavages de
10 min en PBST. L’anticorps secondaire byotinilé dirigé contre les Immunoglobulines (lg) de
rat est alors incubé pendant 1 h a RTdans du GPI 5% PBST. Apreés trois lavages de 10 min
en PBS, les coupes sont mises en contact 1h avec la solution d’amplification du signal
ABComplex/HRP (Avidine aviaire, peroxydase de radis noir biotynilée, Kit DakoCytomation),
puis rincées trois fois 10 min en PBS. La révélation de la BrdU se fait grace a 'ajout de la
solution de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB, Sigma) substrat de la peroxydase. Au bout de 6
min, une coloration noire apparait. Une fois les coupes rincées, elles sont étalées sur lames
Superfrost®. Une contre-coloration de 30 secondes a 'hématoxyline-€osine est effectuée.
Les observations microscopiques et les acquisitions d’'images ont été réalisées sur un
microscope droit Axioscop (Carl Zeiss) équipé d'une caméra RTE-CDD-Kodak 1 MHz
(Princeton Instruments) et du logiciel Photoshop (Adobe). Les comptages de cellules BrdU"

sont effectués a I'aveugle.

3.4.1.3 Comptage des cellules BrdU" et statistique

Pour la ZSV (Bregma 1,10 mm a 0,14 mm), une coupe sur 3 a été prélevée, soit 17
coupes en moyenne par animal ; pour I'hippocampe (Bregma -1,34 mm a -3,08 mm), une
coupe sur 6 a été prélevée, soit 12 coupes en moyenne par animal. Pour la ZSV, les cellules
BrdU" bordant les couches adjacentes au ventricule ont été comptabilisées. Les comptages

ont été effectués dans un carré de 500 ym sur 700 pum, sur les deux ZSV (droite et gauche)
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de chaque coupe de cerveau. Pour I'hippocampe, les cellules ont été comptabilisées sur la
totalité de la ZSG du gyrus denté (zone la plus intérieure du gyrus denté, bordant I'hilus).
Pour chaque coupe de cerveau, les comptages ont été effectués sur les deux gyrus dentés

et les deux hilus (droits et gauches).

Le nombre de cellules BrdU" a été ramené au nombre de coupes totales obtenu pour
chaque zone. Les comparaisons de moyennes ont été effectuées a l'aide du test t non-
paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une différence
sera significative vis-a-vis du groupe S"*si p < 0,05.

3.4.2 Dosage du BDNF dans I’hippocampe

3.4.2.1 Préparation des échantillons

Les quantités de BDNF dans I'hippocampe sont mesurées par la technique ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Les souris S* et S” sont sacrifiées par dislocation
cervicale et le cerveau est prélevé. Les hippocampes droits et gauches sont prélevés par
dissection dans la glace et chaque hippocampe est séparé. Les différentes parties sont
ensuite congelées a I'azote liquide puis conservées a -80°C. Elles sont ensuite broyées dans
200 pL de tampon de lyse (NaCl 137 mM, Tris-HCI 20 mM, Nonidet P-40 a 1% détergeant,
10% Glycerol, phenylmethylsulfonyl fluoride 1 mM, Aprotinine 10 ug/mL, Leupeptine 1ug/mL,
sodium vanadate 0,5 mM) a l'aide d'un broyeur automatique de tissus (Sigma). Aprés
sonication pendant 40 s, les échantillons sont centrifugés 20 minutes a 13000 rpm, 4°C et le

surnageant est récupéré.

3.4.2.2 Dosage par ELISA

Les dosages de BDNF sont effectués a l'aide du kit de dosage BDNF Emax
ImmunoAssay System (0 a 500 pg/mL) de chez Promega.

Les dosages se font dans une plaque 96 puits spécifiques pour les ELISA. Les puits
sont recouverts d’Anticorps de souris dirigés contre le BDNF (1/1000°™ en tampon
bicarbonate de sodium 0,025 M, carbonate de sodium 0,025 M, pH 9,7), pendant une nuit a
4°C sans agitation. Aprés un lavage au tampon TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150
mM, Tween 20 0,05 %), les puits sont saturés par du tampon DPBS (pour 1L : 0.2 g KCI, 8 g
NaCl, 0.2 g KH;PO4, 1.15 g Na,HPO,, 133 mg CaCl,-2H.0, 100 mg MgCl,-6H,0) 1h a
température ambiante. Une fois les puits lavés au TBST, une gamme de dilution (de 7,8 pg a
500 pg/mL) d’une solution standard de BDNF (1ug/mL) est déposée dans une partie des
puits ainsi que 50 uL des différents échantillons. Aprés 2h d’'incubation, 5 lavages au TBST

sont effectués et I'anticorps dirigé contre le BDNF humain (1/500°™ en tampon carbonate)
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est incubé 2 h sous agitation a RT. Ensuite, aprés 5 lavages au TBST, I'anticorps secondaire
dirigé contre les IgY, couplé a la HRP (1/200°™) est incubé 1 h, RT. Une fois les puits lavés
5 fois au TBST, le signal est révélé par ajout de TMB et la réaction enzymatique bloquée
ensuite par ajout dHCL 1N. La lecture de la densité optique se fait a 450 nm a l'aide d’un
spectrophotomeétre lecteur de plaque ELISA (Biorad) et du logiciel SoftMax.

Les comparaisons de moyennes de chaque dosage ont été effectuées a l'aide du test ¢
non-paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une
différence sera significative vis-a-vis du groupe S™*si p < 0,05.

3.4.3 Etude de la neurogenése long terme et survie neuronale

3.4.3.1 Marquage des neurones nouvellement générés par la technique de
chasse de la BrdU

La BrdU est administrée aux souris S”* et S” pendant quatre jours par deux injections
intrapéritonéales quotidiennes a 50 mg/kg en PBS. Les animaux sont ensuite sacrifiés

comme décrit auparavant 8 semaines aprés la derniére injection de BrdU.

3.4.3.2 Méthode de révélation des neurones nouvellement générés par

immunofluorescence

Les coupes de cerveau sont étalées sur lame Superfrost® puis séchées deux heures a
température ambiante. Trois lavages au PBS de 10 minutes permettront d’éliminer le reste
de liquide cryoprotecteur. Aprés un rapide lavage a I'H,0 distillée, les coupes sont ensuite
traitées au citrate (50uM) 15 minutes dans un « cuit vapeur » (Seb) chauffé a 90°C. Une fois
refroidies, les coupes sont lavées successivement 3 fois au PBS. Elles sont ensuite
perméabilisées par du Triton X100 0,5% GPI 5% PBS, pendant 30 min. Aprés trois lavages
en PBS de 10 min, les anticorps primaires dirigé contre la BrdU et la protéine NeuN sont
ensuite incubées sur la nuit a 4°C dans du sérum de chévre (GPI) 5% PBS, avant que les
coupes ne subissent encore 3 lavages de 10 min en PBS. Les anticorps secondaires dirigés
contre les Ig de rat et de souris et couplés a 'Alexa Fluor 488 et a la Cyanine 3 sont alors
incubés pendant 1 h a RT dans du GPI 5% PBST. Aprés trois lavages de 10 min en PBS, les
lames sont ensuite montées avec du liquide de montage (Dako) et lamelles. Les
observations microscopiques et les acquisitions d’images ont été réalisées sur un
microscope confocal (Leica-TCS-ST2) et du logiciel LeicaConfocal Software. Les comptages

des cellules BrdU" /NeuN" sont effectués a I'aveugle.
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3.4.3.3 Comptage des cellules BrdU"/ NeuN" et statistique

Pour le BO une coupe sur 5 a été prélevée, soit 5 coupes en moyenne par animal ;
pour I'hippocampe (Bregma -1,34 mm a -3,08 mm), une coupe sur 6 a été prélevée, soit 12
coupes en moyenne par animal. Les comptages des cellules BrdU/NeuN “ont été effectués
dans lintégralité de la zone granulaire de chaque coupe de BO a partir des acquisitions
faites au microscope confocal et a I'aide du logiciel Imaged. Pour 'hippocampe, les cellules
BrdU/NeuN ' ont été comptabilisées sur la totalité de la zone granulaire de chaque gyrus
denté. Pour chaque coupe de cerveau, les comptages ont été effectués sur les deux gyrus
dentés (droits et gauches). Le nombre de cellules BrdU"/NeuN" a été quantifié sur le
microscope confocal directement par I'analyse de la totalité de la profondeur de la coupe

avec un retranchement de 0.5 ym afin d’exclure les faux doublement positifs.

Le nombre de cellules BrdU/NeuN" a été ramené au nombre de coupes totales obtenu
pour chaque zone. Les comparaisons de moyennes ont été effectuées a I'aide du test f non-
paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une différence

sera significative vis-a-vis du groupe S""si p < 0,05.

344 Etude de la production de neurones immatures dans

I’hippocampe

3.4.41 Méthode de révélation des neurones immatures

Les coupes d’hippocampe sont perméabilisées par du Triton X100 0,5% GPI 5% PBS
pendant 1h. Apres trois lavages en PBS de 10 min, I'anticorps primaire dirigé contre la DCX
est ensuite incubé sur la nuit a 4°C dans du sérum de chévre (GPI) 1% PBST, avant que les
coupes ne subissent encore 3 lavages de 10 min en PBS. L’anticorps secondaire byotinilé
dirigé contre les Ig de cochon d’inde est alors incubé pendant 1 h a RT dans du GPI 1%
PBST. Apreés trois lavages de 10 min en PBS, les coupes sont mises en contact 1h avec la
solution d’amplification du signal ABComplex/HRP (Avidine aviaire, peroxydase de radis noir
biotynilée, Kit DakoCytomation), puis rincées trois fois 10 min en PBS. La révélation de la
DCX se fait grace a I'ajout de la solution de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB, Sigma) substrat de
la peroxydase. Au bout de 6 min, une coloration noire apparait. Une fois les coupes rincées,
elles sont étalées sur lames Superfrost®. Les observations microscopiques et les
acquisitions d'images ont été réalisées sur un microscope inversé (Carl Zeiss) équipé d’un
appareil photo Nikon coolpix et du logiciel ImageJ. Les comptages de cellules DCX" sont

effectués a I'aveugle.
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3.4.42 Comptage des cellules DCX', étude de la persistance des
embranchements dendritiques des cellules DCX" et statistique

Pour 'hippocampe (Bregma -1,34 mm a -3,08 mm), une coupe sur 6 a été prélevée,
soit 6 coupes en moyenne par animal. Les cellules DCX " ont été comptabilisées sur la totalité
de la ZG du gyrus denté. Pour chaque coupe de cerveau, les comptages ont été effectués
sur les deux gyrus dentés et les deux hilus (droits et gauches). Le nombre de cellules DCX"a
été ramené au nombre de coupes totales obtenu. Les comparaisons de moyennes ont été
effectuées a l'aide du test t non-paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits
échantillons. Une différence sera significative vis-a-vis du groupe S"*si p < 0,05.

Pour I'étude de la persistance des embranchements dendritiques des cellules DCX,
nous avons délimité trois niveaux : le niveau 1 correspond a la limite en la couche granulaire
et la couche moléculaire du gyrus denté de I'’hippocampe. Les niveaux deux et trois sont des
lignes imaginaires coupant en 3 la couche moléculaire du gyrus denté de fagon équitable.
Les pics d’intensité de fluorescence correspondant au marquage DCX sont ensuite
comptabilisés sur chaque niveau a I'aide du logiciel Imaged et reportés sur un tableau Excel.
Nous avons vérifié ensuite que chaque pic d’intensité correspondait bien au croisement d’un
branchement DCX positif sur le niveau et non a du bruit de fond. La persistance des
branchements tout au long des trois niveaux est calculée en effectuant le rapport, dans un
premier temps, du nombre de pics d’intensité du niveau 2 par rapport au niveau 1, et dans
un deuxiéme temps, du nombre de pics d’intensité du niveau 3 par rapport au niveau 2. Les
comparaisons de moyennes des ratios ont été effectuées a 'aide du test { non-paramétrique
de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une différence sera significative
vis-a-vis du groupe S**si p < 0,05.

3.4.5 Etude de la maturation morphologique des neurones

immatures néoformés du gyrus denté par infection rétrovirale

L’infection des cellules souches et progénitrices localisées dans la ZSG du gyrus denté
par des rétrovirus codant pour la GFP permet de suivre les différentes étapes de leur

différenciation en neurones.

3.4.5.1 Retrovirus

Le vecteur utilisé est le pQCXIP-GFP/VSV-G (voir carte génomique figure 57A).
L’insert, de classe 1, code pour la GFP (Green Fluorescent Protein). L'encapsidation et la
production du retrovirus sont effectuées par Nicole Déglon, Commissariat a I'Energie
Atomique (CEA), Institut d'Imagerie BioMédicale (12BM), Service MIRCen.
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3.4.5.2 Analyse du patron cellulaire d’infection du rétrovirus

o Obtention de la suspension cellulaire et mise en culture

Les cultures de neurones sont préparées a partir d’hippocampes d’embryon de souris
S** et S agés de 18,5 jours. Pour chaque embryon, les hippocampes sont prélevés sous
une loupe binoculaire a I'aide de pinces fines et ciseaux, puis déposés dans 4,5 ml de milieu
HBSS (Invitrogen). Les ponts intercellulaires sont ensuite dissociés de maniére chimique par
incubation des cellules dans 5 ml de milieu HBSS, trypsine 0,05%, EDTA 0,53 mM pendant
15 min a 37°C. Aprés trois ringages avec du HBSS, 500 ul de milieu DMEM, 10% SVF,
Penicilline 100 U.ml”", Streptomycine 100 ug.ml” sont ajoutés et les cellules sont dissociées
mécaniquement a I'aide d’'une pipette Pasteur stérile d’ouverture moyenne. La suspension
cellulaire est ensuite déposée dans une boite de culture préalablement conditionnée a une
densité d’environ 150 000 cellules / boite (1000 cellules/cm?). Une heure plus tard, le DMEM,
10% SVF est remplacé par du milieu Neurobasal contenant 2% de supplément B-27
(Invitrogen) et du Gluthamax 200 mM. La culture est maintenue pendant 20 jours dans une
étuve a 37° C sous une atmospheére de 5% CO, et 98% d’humidité.

e Infection retrovirale

Pour les infections virales, les cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre a
raison de 15000 cellules/ml dans des plaques 24 puits (1 lamelle par puits). L'infection
rétrovirale des cellules est réalisée 48 h aprés 'ensemencement par ajout de 10 yL de
solution virale diluée aux Y2 puissances 6. Les cultures sont maintenues 48 h, 1 semaine ou
2 semaines a 37°C, en atmosphére humide, contenant 5% de CO2 avant d’étre utilisées
pour des expériences d'immunofluorescence. Elles sont ensuite incubées a 37° C pendant
20 minutes avec une solution de PFA/Sucrose (PFA 4%, saccharose 120mM, qsp PBS).
Aprés 2 lavages dans du PBS, les cellules sont perméabilisées 5 minutes dans du PBS,
Triton X-100 0,2%. Le Triton est ensuite éliminé par 2 lavages successifs avec du PBS.

o Immunomarquage

Apres réhydratation des cellules dans du PBS - Tween 20 0,1% (PBST), les lamelles
sont recouvertes d’'une solution de PBST contenant les anticorps primaires dirigés contre la
GFP, NG2, RC2, GFAP, DCX et NeuN pendant une nuit a 4°C. Les lamelles sont ensuite
lavées dans du PBST puis sont incubées 1 h a RT et a I'obscurité avec les anticorps
secondaires correspondants. L'’ADN des cellules est ensuite coloré avec un agent
intercalent, 'Hoeschst 33258 (1 pg/ml) pendant cing minutes. Les lamelles sont séchées

puis montées sur des lames starfrost® & l'aide du liquide de montage FluorSave™
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(Calbiochem). Les cellules sont observées au microscope confocal (Zeiss) et les acquisitions
d’'images sont effectuées a I'aide du logiciel ZenSoftware (Zeiss).

3.4.5.3 Protocole expérimental d’'infection rétrovirale du gyrus denté

Les coordonnées des sites d’injection du lentivirus des souris S** et S~ ont été établies
par injection d’encre de chine dans la zone sous granulaire du gyrus denté de I'hippocampe
en partant des coordonnées préliminaires indiquées dans le livret stéréotaxique de Paxinos.
Ensuite, les souris ont été sacrifiées, le cerveau congelé puis coupé au cryotome afin de
repérer le site d’injection. Les coordonnées ont ensuite été ajustées en fonction de la
position du site d’injection par rapport celle désirée. De nouvelles injections ont été

effectuées jusqu’a ce que le site d’injection soit positionné a I'endroit désiré.

Des souris femelles S** et S agées de 2 mois sont anesthésiées par injection en ip
d’un cocktail de Kétamine (80-100 ug/g, Imalgéne®), Xylazine (10 pg/g, Rompun®). Une fois
I'animal endormi, et fixé sur le cadre stéréotaxique (Kopff), de la lidocaine (2%, Lurocaine®)
est appliquée localement sur le crane au préalablement tondu. Aprés avoir incisé le crane au
scalpel, de la vétadine est appliquée sur 'os du créne. Les Bregma et Lambda sont ensuite
mesurées et les coordonnées d’injection calculées. Une fois le crane percé, 0.75uL de
solution virale pure sont injectés au niveau du gyrus denté dorsal droite et gauche
(coordonnées stéréotaxiques S™* : antéropostérieur: -2.2 mm, latéral: +- 1.5 mm,
profondeur : -2.1 mm. Coordonnées stéréotaxiques S™ : antéropostérieur : -2.1 mm, latéral :
+/- 1.42 mm, profondeur : -1.99 mm) a l'aide d’'une microseringue (Hamilton) de 5 pl placée
sur une micropompe (marque) a vitesse de 0.15uL/min. La canule est ensuite laissée 3
minutes en place du site d’injection puis relevée. Les deux sites d’injection sont ensuite
désinfectés a la vétadine puis la peau du crane est suturée et enfin, I'animal est dégagé du
cadre stéréotaxique. Aprés une injection en SC de caproféne (5ug/g Rimadyl®) et de Borgal
(24%), 'animal est maintenu jusqu’a son réveil dans une cage thermostatée a 30°C jusqu’a

son réveil complet.

Six semaines sont nécessaires aux neurones néoformés pour s’'intégrer définitivement
dans le réseau neuronal préexistant. Les animaux, une fois infectés sont sacrifiés soit 2
semaines, 4 semaines ou 6 semaines aprés, comme décrit auparavant. Les cerveaux une
fois prélevés sont conservés a 4°C puis inclus dans de I'agarose 4%. Des coupes coronales
de 40 um flottantes sont alors effectuées au vibratome puis conservées dans du 0.01%
Azide, PBS.
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3.4.5.4 Mise en évidence des cellules infectées par le rétrovirus et analyse de
la cinétique de la neurogenése adulte hippocampale

Les coupes de cerveau d’animaux S™* et S”" sont perméabilisées par du Triton X100
0,5%, GPI 5% PBS pendant 1h. Aprés trois lavages en PBS, les anticorps primaires (GFP,
GFAP, DCX, NeuN) sont incubés sur la nuit a 4°C dans du GPIl 1% PBST, avant que les
coupes ne subissent encore 3 lavages de 10 min en PBS. Les anticorps secondaires de
chévre dirigés contre les Ig de lapin, rat, souris ou cochon d’inde et couplés a I’Alexa Fluor
488, Cyanine 3 et/ou Cyanine 5 sont alors incubés pendant 1h a RT dans du GPI 1% PBST.
Aprés trois lavages de 10 min en PBST, 'ADN est coloré a I'Hoechst 33258 a 1ug/mL dans
du PBST pendant 10 min. Les coupes sont ensuite étalées sur lames Starfrost® puis
analysées au microscope confocal (Zeiss). Les images sont acquises de maniére
séquentielle a l'aide du logiciel ZenSoftware (Zeiss).

3.4.5.5 Comptage des cellules DCX'/GFP" et NeuN'/GFP" et statistique

Les cellules DCX'/GFP* (neurones immatures nouvellement générés) et NeuN*/GFP*
(neurones matures nouvellement générés) ont été comptabilisées sur la totalité de la ZG du
gyrus denté et sur la totalité des coupes présentant une fluorescence de la GFP d’animaux
sacrifiés aprés 2 semaines et 4 semaines d'infection rétrovirale. Pour chaque coupe de
cerveau, les comptages ont été effectués sur les deux gyrus dentés (droits et gauches).

Les nombres de cellules DCX'/GFP* et NeuN"/GFP* ont été ramenés au nombre de
coupes totales obtenu. Les comparaisons de moyennes ont été effectuées a 'aide du test ¢
non-paramétrique de Mann-Whitney recommandé pour les petits échantillons. Une

différence sera significative vis-a-vis du groupe S™*si p < 0,05.

3.4.6 Analyse du patron d’expression de STOP dans les zones

germinatives : détection de la B-galactosidase par immunofluorescence

3.4.6.1 Anticorps primaires

La R-galactosidase et les marqueurs spécifiques des différents types cellulaires
impliqués dans le processus de la neurogenése adulte sont révélés par double ou triple
marquages. Le tableau suivant répertorie les marqueurs utilisés ainsi que leurs anticorps

associés.
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Marqueur

Type cellulaire associé

Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP)

Filament intermédiaire spécifique des
astrocytes corticaux et cellules souches

neurales (astrocytes immatures)

Doublecortine (DCX)

Protéine associée aux microtubules
exprimée par les neuroblastes et les

neurones immatures

Neuron Nucleus protein
(NeuN)

Protéine nucléaire exprimée par les

neurones immatures et matures

B-galactosidase (83-gal)

Gene rapporteur traduisant I’expression
de STOP chez les souris S™" et S7-

3.4.6.2 Méthode de marquage

Les coupes de cerveau d’animaux S sont perméabilisées par du Triton X100 0,5%
PBS pendant 30 min. Aprés trois lavages en PBST, les anticorps primaires (GFAP, DCX,
NeuN, R-galactosidase) sont incubés sur la nuit a 4°C dans du GPI 5% PBST, avant que les
coupes ne subissent encore 3 lavages de 10 min en PBST. Les anticorps secondaires de
chévre dirigés contre les Ig de lapin, souris ou cochon d’inde et couplés a I’Alexa Fluor 488,
Cyanine 3 et/ou Cyanine 5 sont alors incubés pendant 1h a RT dans du GPI 5% PBST.
Aprés trois lavages de 10 min en PBST, 'ADN est coloré a I'Hoechst 33258 a 1ug/mL dans
du PBST pendant 10 min. Les coupes sont ensuite étalées sur lames Starfrost® puis
analysées au microscope confocal (Leica-TCS-ST2). Les images sont acquises de maniére

séquentielle a I'aide du logiciel Leica Confocal software.
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4 Résultats et Discussion

4.1 Premiére partie : étude histologique et
anatomique du cerveau des souris KO STOP

De nombreux modéles animaux de schizophrénie présentent des troubles fonctionnels
et comportementaux, mais peu d’entre eux arrivent a retranscrire les troubles anatomiques
associés dans le cerveau. Comme nous I'avons vu dans lintroduction, la souris S™, présente

a la fois des troubles fonctionnels et comportementaux associés a la schizophrénie.

De récentes études par IRM menées au laboratoire ont permis de mettre en évidence
une réduction globale du volume cérébral d’environ 15 % chez la souris S™ et ce, quelque
soit le fond génétique utilisé. Cette diminution s’accompagne d'un élargissement des
ventricules latéraux (figure 30). Ces phénotypes sont aussi des caractéristiques récurrentes
chez les patients schizophrénes humains. Elles sont cependant trés peu représentées dans
la plupart des modéles murins apparentés a la schizophrénie, excepté le mutant pour DISC1
« L100P » (Clapcote et al., 2007; Desbonnet et al., 2009). Bien que la majorité des études
par imagerie cérébrale (IRM et DTI) mettent en évidence une réduction du volume cérébral
dans plusieurs pathologies psychiatriques (schizophrénie, dépression), I'origine tissulaire,
cellulaire et moléculaire de cette réduction reste contradictoire et mal caractérisée. En effet,
les études histologiques montrent que cette réduction de volume pourrait étre la
conséquence soit d’'une diminution du nombre de cellules dans certaines régions du cerveau
(voir introduction, paragraphe 2.1.3), soit d’une altération dendritique, synaptique ou dans
d’autres études, une réduction du neuropil (Bulinski et al., 1998; Selemon and Goldman-
Rakic, 1999). La disparité des compartiments cellulaires incriminés dans les pertes de
volume cérébral peut étre aussi la conséquence de la qualité de conservation des tissus
post-mortem, mais aussi de la nature des antipsychotiques utilisés dans le traitement des
malades. En effet, certains neuroleptiques provoquent, a long terme, une nécrose de
certaines régions cérébrales (Holtom et al., 2000). Par ailleurs, la prise de stupéfiants et
l'alcoolisme, fréquentes chez les schizophrénes, peuvent complexifier le tableau clinique

neuroanatomique (Poirier et al.).
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Figure 30 : Analyse par Imagerie 2 Résonance Magnétique (IRM) du volume cérébral des souris S et 8™
A : galerie représentative des sections successives d’IRM de cerveau utilisées pour la détermination du volume
cérébral des souris. B : Histogramme représentatif des mesures de volume cérébral en IRM pour les souris S™* et
S™ des fonds génétiques 129SvPas/Bl6, 129SvPas et 129SvPas/BalbC. C : galerie représentative d’IRM de
cerveau utilisées pour la détermination du volume des ventricules des souris. D : Histogramme représentatif des
mesures de volume des ventricules latéraux en IRM pour les souris S7* et S des fonds génétiques
129SvPas/BI6.

La souris S constitue alors un modéle intéressant afin de mieux comprendre les
déficits tissulaires et cellulaires voire, subcellulaires associés a une diminution de volume
cérébral. Afin de savoir si un compartiment cellulaire était plus spécifiquement altéré dans le
cerveau des souris S, nous avons décidé d’analyser et de comparer quantitativement, par
la technique de Western Blot, divers marqueurs cellulaires du cerveau. Cette premiére

approche devait également permettre d’orienter nos études histologiques.
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41.1 Conséquence de I'absence de STOP sur le contenu
protéique du cerveau

4.1.1.1 Analyse comparative de la quantité protéique totale des cerveaux des
souris S et S**

Dans le but de comparer les variations de quantités de protéines totales relatives a la
réduction du volume cérébral, les cerveaux des souris S™*, S” et S”-ont été homogénéisés
dans un volume final de 4 mL. La présence de 2% de SDS dans le tampon
d’homogénéisation permet de solubiliser une grande partie des protéines, qu’elles soient
synaptiques, myéliniques ou nucléaires. Nous avons ensuite quantifié le contenu général en
protéines dans les extraits totaux de cerveaux de souris S™*, S*~ et S” grace a un simple

dosage protéique par la méthode BCA (figure 31).
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Figure 31 : Quantification protéique, par la méthode BCA, des broyats de cerveaux de souris S”*, S™ et
S*, de fond génétique 129SvPas/BI6.

Histogramme représentatif des moyennes des quantités protéiques des broyats de cerveaux de souris S, S™" et
s”.

Ainsi, la quantité globale de protéines du cerveau des souris S est réduite de 15%
(figure 31: S : 8,15 mg.mL-1, n =5; S™: 7,72 mg.mL-1, n = 5; p < 1.2 10-5). Cette
diminution correle parfaitement a celle observée pour les volumes cérébraux, mais aussi
celle du poids humide des cerveaux des souris S”*et S (12.5% : S**: 0,556 g, n=5; S":
0,486 g, n = 6, p < 0,05). Le contenu en protéines du cerveau de souris S™" est aussi réduit
significativement de 7% par rapport aux souris sauvages (figure 31, S**: 8,15 mg.mL-1, n =
5;S":79 mg.mL-1, n =4; p < 0,005). La quantité en protéines des cerveaux S™ difféere
aussi significativement de celle des S*-, ce qui montre que les souris S*° pourraient

présenter certains phénotypes intermédiaires par rapport aux souris S™".
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4.1.1.2 Analyse comparative du contenu protéique de cerveau a partir
d’extraits totaux de cerveaux de souris S™* et S™

Ces résultats nous ont poussés a nous demander si la quantité de toutes les protéines
du cerveau diminuait de 12% ou bien si cette réduction concernait un compartiment cellulaire
spécifique du cerveau: population cellulaire en particulier (neurones, glie...), noyaux,
neuropil, synapses. Pour cela, nous avons quantifié, par western blot quantitatif, toute une

batterie de protéines spécifiques :
- Marqueurs généraux (nucléaires, cytosquelettiques)
- Marqueurs gliaux et myéliniques
- Marqueurs neuronaux (axonaux, dendritiques et synaptiques)

Afin de savoir si la diminution des marqueurs cellulaires était proportionnelle a la
réduction du volume cérébral, nous avons déposé le méme volume pour chaque échantillon
(voir matériel et méthodes).

De fagon générale, 'analyse de la quantité de chaque marqueur a été effectuée au

+/+

moins trois fois. Si 'on regroupe les ratios S” par rapport a S** obtenus pour chaque
marqueur, nous obtenons un ratio moyen de 0,87 (0.87 +/- 0.006, n = 30) significativement
différent de 1. Cela indique que les marqueurs protéiques choisis semblent représentatifs de
I'ensemble des protéines du cerveau des souris S”". De plus, la répartition des mesures de
variance pour les différents animaux utilisés vis-a-vis des différents marqueurs protéiques
nous a permis de calculer un intervalle de confiance général d’amplitude 0,222 au risque de
1%. Un ratio dont la valeur serait inférieure a 0,778 indiquera un marqueur dont le contenu
diminue significativement chez les animaux S™, par rapport aux animaux S™*, au risque 1%
(voir matériels et méthodes). Cette diminution globale corréle parfaitement avec les
réductions de volume, de poids ainsi que de la quantité de protéine totales cérébrales des
souris S™. Nous pourrions donc penser, & ce stade de notre étude, que toutes les protéines
diminueraient de 13% dans les cerveaux des souris S™, en d’autres termes, qu'il y aurait un
peu moins de tout dans ces cerveaux. La suite de notre étude et 'analyse des marqueurs

cellulaires pris individuellement vont montrer qu’il n’en est rien.

o Marqueurs généraux nucléaires et cytosquelettiques

Nous avons voulu savoir, en premier lieu, si la réduction du volume cérébral chez les
souris S™° était accompagnée d’'une diminution de la quantité cellulaire. Pour cela, nous
avons analysé et comparé le contenu cérébral de plusieurs protéines nucléaires ubiquitaires
. les isoformes de Lamine A, B et C ainsi que la protéine Histone H2b (figure 32Aab). Les

lamines sont des protéines fibrillaires appartenant a la famille des filaments intermédiaires de
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Figure 32 : Quantification par Western Blot de marqueurs ubiquitaires, neuronaux, gliaux et myéliniques
contenus dans les cerveaux de souris S”* et S”. Partie 1.

A : Analyse quantitative du contenu protéique cérébral en marqueurs ubiquitaires généraux : Lamine a, b et c,
Histone H2b, a et B tubuline. B : Analyse quantitative du contenu protéique cérébral en marqueurs gliaux et
myéliniques : GFAP, PLP, MBP, CNPase et NG2. C : Analyse quantitative du contenu protéique cérébral en
marqueurs ubiquitaires neuronaux B I tubuline, NSE, NeuN. Pour A, B et C, a: photographie représentative
des bandes protelques de souris S et S spécifiques de chaque marqueur analysé, révélées a 1’aide d’anticorps
secondaire couplé a la peroxydase (HRP) spécifique de 1’anticorps primaire, par Western Blot. b : Histogramme
représentatif des moyennes des ratios des quantités protéiques de chaque marqueur analysé de souris S” par
rapport aux souris s (S'/'/S%). Le trait rouge indique le ratio 0.87 correspondant a la moyenne générale des
ratios S7/S™. Les limites des zones gris foncé correspondent a un intervalle de confiance au risque 1% a
I’intérieur duquel les quantités protéiques sont identiques dans les deux génotypes (S”* et S7). Nombre
d’animaux utilisés : S n=5, S n=5.
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type V. Par appariement a des protéines membranaires spécifiques du noyau, les
lamines forment la membrane interne du noyau, appelée aussi lamina nucléaire. L’histone
H2b est une protéine nucléaire ubiquitaire s’associant a ’ADN pour former les nucléosomes.
La figure 32 montre parfaitement que les quantités de lamines et d’histone ne changent pas
significativement entre les souris S** et S” (figure 32Ab : Ratios protéiques S™ par rapport a
S** des lamines A : 0,92 ; lamines B : 1,06 ; lamines C : 1,05 ; Histone H2b : 0,97 ; S"* n =
5, S n = 5). Les ratios restent trés proches de 1 et sont tous contenus dans l'intervalle de
confiance défini précédemment. Ces résultats montrent clairement que malgré la baisse de
volume, du poids et des protéines totales cérébrales, nous ne visualisons pas de différence
significative dans les quantités de ces marqueurs nucléaires entre les souris sauvage et S™.
Si I'on considére que la quantité de ces marqueurs est proportionnelle a la quantité de
cellules, nos résultats suggerent que le nombre global des cellules des cerveaux de souris S

" reste identique & ceux des animaux sauvages.

La protéine STOP étant considérée comme une MAP, nous voulions savoir si les
constituants microtubulaires du cerveau des souris S”" étaient affectés. Ainsi, les analyses
en a et B tubuline révelent qu’il n’y a aucune différence significative dans la quantité de ces
protéines ubiquitaires entre les cerveaux de souris S™ et S** (figure 32Ab : Ratios protéiques
S™ par rapport 4 S** d’ a tubuline : 0,78, p > 0,01 ; B tubuline : 0,85, p > 0,01 ; S" n=5, S"
n=5).

o Marqueurs gliaux, astrocytaires, et myéliniques

Pour analyser des marqueurs spécifiques de types cellulaires cérébraux, nous avons
tout d’abord analysé la quantité d’'un marqueur spécifique des astrocytes, la GFAP. Cette
protéine appartient a la famille des filaments intermédiaires de type Ill. L'analyse de la
quantité de cette protéine par Western blot montre que malgré le fait qu'il y ait 14% en plus
de GFAP dans le cerveau des souris S™, cette différence demeure non significative (figure
32Bb : Ratio protéique S™ par rapport & S* de GFAP : 1,14 ; S"* n=5,S" n = 5).

Les progéniteurs d’'oligodendrocytes constituent jusqu’a 5% de la population cellulaire
du cerveau. Exprimant le protéoglycane chondroitine sulfate a leur surface, reconnu par
'anticorps anti-NG2, elles sont plus couramment nommées cellules NG2, sinantocytes ou
encore OPC (Oligodendrocyte Progenitor Cells). Les cellules NG2 sont considérées comme
la source principale (précurseurs) doligodendrocytes myélinisants au cours du
développement cérébral et lors des processus de démyélinisation Iésionnelle chez I'adulte.

+/+

L’étude de la quantification de la protéine NG2 dans les cerveaux de souris S™ et S** montre

que le taux de NG2 diminue de 21% chez les souris S™ (figure 32Bb : Ratio protéique S par
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rapport & S** de NG2: 0,79 ; S”* n = 5, S™ n = 5). Cependant, cette diminution n’est pas

significative.

De plus, nous avons analysé les quantités de MBP, PLP et CNPase, trois constituants
majeurs de la myéline du SNC, certains étant aussi impliqués dans la maturation précoce
des oligodendrocytes. La CNPase est une phosphodiestérase associée a la myéline et
représente 4% de la totalité des protéines myéliniques du SNC (Sakamoto et al., 2005;
Kursula, 2008). Son expression par les oligodendrocytes du SNC caractérise un des stades
les plus précoces de leur différenciation (Gravel et al., 1996). Elle semble aussi jouer un role
prépondérant dans les phases précoces du processus de myélinisation (Bifulco et al., 2002).
La CNPase est aussi connue pour sa capacité a s’'associer aux microtubules et son réle
similaire aux MAPs (potentialiser la formation des microtubules a basse concentration).
L'expression de la CNPase est fortement altérée puisque sa quantité est réduite
significativement de 25% dans le cerveau des souris S (figure 32Bb : Ratio protéique S™
par rapport 8 S* de CNPase : 0,75, p <0,01;S" n=5,S" n=5).

La MBP (Myelin Basic Protein), protéine soluble et fortement chargée, est connue pour
son rble majeur dans le processus de myélinisation des tracts neuronaux du SNC et son
association a la sclérose en plaque. Le pool de MBP dans le SNC est trés divers de part ses
nombreuses isoformes ainsi que I'importante variété de modifications post-traductionnelles
gu’elles peuvent subir (phosphorylation, methylation, deamidation, citrullination). De part son
interaction avec PLP -une autre protéine myélinigue dont nous discuterons dans le
paragraphe suivant-, la protéine MBP joue un rble dans la stabilisation des interactions entre
les feuillets lipidiques intracellulaires des membranes myéliniques (Edwards et al., 1989).
L’analyse de la quantité de MBP dans les cerveaux de souris S”* et S™ montre que son taux
est diminué de 33% chez les S™ (figure 32Bb : Ratio protéique S™ par rapport a8 S™* de
MBP : 0,67, p < 0,01 ; S n =5, S n =5). Ainsi, les résultats obtenus pour la CNPase et la
MBP confirment la premiére impression obtenue grace a NG2.

La PLP (ProtéoLipid Protein) est une protéine associée a la maladie de Pelizaeus-
Merzbacher. C’est une protéine a 4 domaines transmembranaires dont le coté extracellulaire
a une tres forte affinité pour ses autres copies. La PLP est la protéine prédominante de la
myéline du SNC et joue ainsi un rdle dans la compaction, la stabilisation et la maintenance
des feuillets de myéline entre eux. Indirectement, PLP joue donc un réle dans le
développement et la survie axonale. En effet, la myélinisation axonale est un processus qui
se déroule en aval de la maturation axonale. L’analyse protéique des cerveaux de souris S™
et & S* montre que la quantité de PLP augmente fortement chez les S™" (24% : figure 32Bb :
Ratio protéique S™" par rapport a S”* de PLP : 1,24, p <0,01;S"* n=5, S" n =5).
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Nous remarquons que sur trois marqueurs myéliniques, deux diminuent tres
significativement alors que le troisieme, PLP, lui augmente. Ceci dénote un réel déséquilibre
dans les constituants myéliniques majeurs que sont PLP et MBP. De tels déséquilibres sont
retrouvés chez les souris surexprimant PLP et présentant une dysmyélinisation (mise en
place des feuillets myéliniques). Cette dysmyélinisation est corrélée a un déficit du
renouvellement de la PLP accompagnée d’une sous expression de MBP (Karim et al., 2010).
Les diminutions significatives de CNPase, MBP pourraient aussi traduire une perte

importante de substance blanche.

e Marqueurs neuronaux

La diminution de certains marqueurs du compartiment myélinique nous a poussés a
analyser I'intégrité de la population neuronale ainsi que celle du neuropil (axone et dendrite).
En effet, nous voulons savoir si l'altération du compartiment myélinique était associée a une
altération du neuropil dont l'intégrité est fortement corrélée a celle de la myéline. Nous avons
vu, par ailleurs, que le neuropil et la gaine de myéline des tracts neuronaux cérébraux
étaient fortement réduits dans le cerveau des patients schizophrénes (voir introduction,

chapitre « symptomatologie cérébrale et intégrative de la schizophrénie »).

Marqueurs neuronaux

Nous avons tout d’abord quantifi€ des marqueurs cytosquelettiques et cytoplasmiques
neuronaux comme la B Il tubuline, NSE (Neuronal Specific Enolase), et NeuN (Neuronal
specific Nuclear protein). Ces trois marqueurs neuronaux ne varient pas significativement
entre les souris souris S** et S (figure 32Cb : Ratio protéique S™ par rapport & S** de B Il
tubuline : 0,86 ; Ratio protéique S™ par rapport & S** de NSE : 1,01 ; Ratio protéique S™ par
rapport 8 S”* de NeuN : 1,05 ; S¥* n =5, S” n = 5). Ces résultats suggérent que la quantité
de neurones ne varie pas mais qu’il pourrait y avoir une différence dans la morphologie des
neurones chez les souris S™. En effet, si nous regardons les marqueurs NeuN et NSE, qui
sont nucléaires et cytoplasmiques, ils ne semblent pas sous exprimés. Au contraire le taux
de ces protéines reste équivalent a celui des souris sauvages. Par contre, la quantité de 8 Il
tubuline, elle, suit la diminution moyenne des protéines S™". Malgré le fait que I'hypothétique
diminution de B Il tubuline ne peut étre encore ni confirmée, ni infirmée, il semblerait que ce
soit plus une réduction du nombre ou de la taille des prolongements neuronaux qui soit a
I'origine de la diminution de tubuline qu’'un nombre réduit de corps cellulaires neuronaux. Les
corps cellulaires des neurones semblent plus donc gros et les prolongements moins
branchés, plus fins ou moins longs. Pour répondre a cette question, nous avons ensuite
analysé la quantité protéique de différents marqueurs spécifiques d’axones, de dendrites et
de synapses.
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Marqueurs neuritiques

Les neurites font partie du compartiment du neuropil regroupant a la fois les

prolongements neuronaux, axones et dendrites, et les prolongements astrocytaires.

Nous nous sommes intéressés en premier lieu aux quantitts de MAPs neuronales,
MAP1 et MAP2. Nous avons décrit le réle des MAPs précédemment dans l'introduction (voir
introduction, chapitre 2.2.1). Ces protéines sont essentiellement dendritiques, seul MAP1 est
capable de se retrouver aussi dans les axones. L’analyse des quantités de ces protéines
dans le cerveau de souris S** et S” montrent qu’il N’y a pas de différence significative dans
le taux d’expression de ces deux marqueurs (figure 33Db : Ratio protéique S™ par rapport a
S** de MAP1 : 0,78 ; ratio protéique S* par rapport & S** de MAP2: 0,89 ; S"" n=5,S"n=
5). Ces premiers éléments nous ont amenés a approfondir I'étude de protéines axonales.
Nous avons alors analysé la quantité de Tau 1, protéine microtubulaire dont nous avons
aussi détaillé le réle dans lintroduction. La quantité protéique des isoformes de Tau 1
semblent diminuer de 13% (figure 33Db : Ratio protéique S par rapport & S™* de Tau 1:
0,87,p >0,01; S" n =5, S" n=5) et suit parfaitement la diminution globale de la quantité

protéique du cerveau des souris S™. Cette diminution n’est cependant pas significative.

Au niveau des neurofilaments, nous avons analysé la quantité de la forme 200 kD (NF
200 kD) qui est autant dendritique qu’axonale et la forme phosphorillée de NF 200 kD (NF
200 kD ph), spécifiqguement axonale. Nous pouvons observer que les quantités des deux
formes sont significativement réduites chez les souris S* (figure 33Db : Ratios protéiques S™-
par rapport 8 S** de NF 200 kD : 0,62, p < 0,01 ; NF 200 kD ph : 0,73, p < 0,01 ; S”* n = 5,
S’ n = 5). Nous avons analysé la quantité d’une autre protéine spécifique de I'axone, GAP
43 (Growth Associated Protein). Cette protéine est fortement associée a la croissance
axonale et a la plasticité synaptique puisqu’elle est exprimée a des taux élevés dans les

cbnes de croissance durant le développement et la régénération axonale.

Au niveau de la terminaison présynaptique, GAP 43 interagirait avec de nombreuses
protéines (dont Tau et Synaptophysine) et serait donc une protéine adaptatrice régulant les
fonctions présynaptiques comme la communication bidirectionnelle entre le compartiment
pré et postsynaptique. Cette protéine diminue de 29% dans le cerveau des souris S™ (figure
33Db : Ratio protéique S™" par rapport &8 S”* de GAP 43 :0,71,p < 0,01;S"" n=5,S"n=
5). Afin de savoir si la diminution des quantités de marqueurs axonaux était due a une
diminution du nombre de neurones ou une absence d’axones dans certains neurones, nous
avons analysé la quantité d’'un élément proximal des axones, 'Ankyrine G. Cette protéine se
situe au début de I'axone, c'est-a-dire dans son segment initial. Notre analyse protéique
montre qu’il n'y a aucune différence significative dans la quantité d’Ankyrine G dans le

135



+/+

cerveau des souris S”" et S** (figure 33Db : Ratio protéique S™ par rapport 8 S** d’Ankyrine
G:0,93;S""n=5,,S"n=5)
D  Marqueurs neuritiques
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Figure 33 : Quantification par Western Blot de marqueurs neuronaux neuritiques et synaptiques contenus
dans les cerveaux de souris S**, S Partie 2.

D : Analyse quantitative du contenu protéique cérébral en marqueurs neuritiques neuronaux : MAP I, MAP 2,
Tau 1, Ankyrine G, NF 200 kD, GAP43 et NF 200 kD phosphorillé. E : Analyse quantitative du contenu
protéique cérébral en marqueurs synaptiques : Synaptophysine, Synapsine, Bassoon, NMDAR 1, GIluR I et
PSDY5. Pour D et E, a : photographie représentative des bandes protéiques de souris S et S™ spécifiques de
chaque marqueur analysé, révélées a I’aide d’anticorps secondaire couplé a la peroxydase (HRP) spécifique de
I’anticorps primaire, par Western Blot. b : Histogramme représentatif des moyennes des ratios des quantités

g . . Qd- - o Qe ot . .

protéiques de chaque marqueur analysé de souris S par rapport aux souris S™ (S”/S™"). Le trait rouge indique
le ratio 0.87 correspondant & la moyenne générale des ratios S”/S”*. Les limites des zones gris foncé
correspondent a un intervalle de confiance au risque 1% a l’intérieur duquel les quantités protéiques sont
identiques dans les deux génotypes (S et S). Nombre d’animaux utilisés : S”* n=5, S” n=5.
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Ces résultats plaident en faveur d'une altération du compartiment axonal assez
importante dans le cerveau des souris S” puisque la plupart des marqueurs axonaux se
trouvent diminués dont certains trés spécifiques, comme les GAP43, NF 200 et NF 200
phosphorylé. Le fait que I'Ankyrine G, se situant au niveau des segments initiaux des
axones, ne diminue pas chez les S’ écarte I'hypothése d’une diminution du nombre
d’axones. Les résultats obtenus suggérent qu’il y aurait plutét une diminution du diameétre, de
la longueur ou bien des embranchements axonaux. Nous observons une corrélation
significative entre l'altération du compartiment axonal et la réduction de la plupart des

marqueurs myéliniques.

Marqueurs pré et postsynaptiques

Vu que lintégrité des synapses dépend directement de la bonne maturation et
formation axonales, nous avons décidé d’analyser certains marqueurs synaptiques. La
Synaptophysine et la Synapsine sont toutes les deux des protéines présynaptiques
associées aux vésicules présynaptiques et jouent un réle dans l'arrivée des vésicules dans
le bouton synaptique ainsi que la fusion des membranes vésiculaire et synaptique
permettant le relargage des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Il n’'y a aucune
différence significative entre les souris S et S™ dans la quantité de ces deux protéines
(figure 33Eb : Ratio protéique S” par rapport & S"* de Synapsine : 0,94, p > 0,01 ; Ratio
protéique S™ par rapport & S** de Synaptophysine : 1,07 ; S¥* n =5, S" n=5).

Bassoon est une protéine spécifiquement localisée dans la zone active des
terminaisons présynaptiques et interagit fortement avec la protéine Piccolo, la chaine légére
de la Dynéine et contient des domaines de liaison aux MTs. Elle est impliquée dans
'organisation structurale du bouton présynaptique et plus précisément de la zone de
relargage des neurotransmetteurs (élément majeur de la cytomatrice). Basson est exprimée
massivement dans la zone présynaptique du neuropil de neurones excitateurs et inhibiteurs
de I'hippocampe, du bulbe olfactif ainsi que du cervelet. La quantité de Bassoon dans le
cerveau des souris S est fortement diminuée (62%, figure 33Eb : Ratio protéique S’ par
rapport 8 S** de Bassoon : 0,38, p < 0,01 ; S** n =5, S’ n = 5). Le fait que Bassoon diminue
drastiquement pourrait provenir soit d’'une diminution importante du nombre de synapses
dans le cerveau des souris S”, notamment au niveau de I'hippocampe, du cervelet et du
bulbe olfactif ou la protéine est fortement concentrée, soit d’'une réduction de la taille des
synapses. Les résultats de quantifications de marqueurs présynaptiques suggérent qu'il
pourrait y avoir une déficience dans l'architecture présynaptique, plus qu'un défaut du

contenu présynaptique.
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Nous avons aussi analysé la quantité de PSD 95 (Post Synaptic Density protein 95
kDa), une protéine postsynaptique présente a la fois dans les épines dendritiques mais aussi
dans les parties postsynaptiques présentes sur les dendrites (rafts dentritiques). L’analyse
de la quantité de cette protéine dans les cerveaux S** et S montre qu’il N’y a aucune
différence significative entre les deux génotypes (figure 33Eb : Ratio protéique S™ par
rapport & S** de PSD 95 : 0,96,p > 0,01 ; S n =5, S n = 5). Nous nous sommes
intéressés ensuite a deux récepteurs glutamatergiques, les récepteurs NMDA et AMPA.
Sachant que la souris S™ présente une hypoglutamatergie associée a une réduction des
pools vésiculaires au sein de I'’hippocampe (Andrieux et al., 2002), il nous a semblé judicieux
de regarder en premier lieu le contenu du cerveau des souris S” en sous-unités des
récepteurs glutamatergiques. Nous avons ainsi analysé la quantité d’'une de leur sous-unités
principales (NR4 pour le récepteur NMDA et GluR; pour le récepteur AMPA). Nous pouvons
donc observer que les taux de NR; et GluR; sont réduits de 20 et 23% spécifiquement (figure
33Eb : Ratio protéique S” par rapport a S** de NR; : 0,80, p > 0,01 ; ratio protéique S™ par
rapport &8 S”* de GluR, : 0,77, p > 0,01 S”* n =5, S” n = 5). Ces résultats suggérent que le

compartiment post-synaptique pourrait étre affecté chez les souris S™".

e Conclusion

Cette étude globale en Western blot d’extraits totaux de cerveaux nous a permis de
mettre en évidence d'importants déficits dans la quantité de certains marqueurs sub-

cellulaires chez la souris S”. Ces résultats suggérent de fagon générale que :

- La diminution du volume cérébral ne s’accompagne pas d'une perte cellulaire

massive, en particulier du type neuronal.

- Les compartiments myéliniques et axonaux sont fortement diminués. En effet, nous
avons une diminution de la quantité de certains marqueurs myéliniques corrélant
parfaitement avec des réductions des quantités de marqueurs axonaux et

synaptiques.

- Létude a été effectuée aussi sur des animaux hétérozygotes (S™") et quelque soit

le marqueur, aucune réduction significative n’a été décelé chez ces souris.

Plusieurs questions se posent alors. Est-ce que les axones S™ sont moins longs, plus
fins, moins branchés ou bien il y a-t-il moins d’axones dans les tracts ? Est-ce que la baisse
importante des marqueurs myéliniques se traduit par une perte de substance blanche ?
Traduit elle un défaut de myélinisation (gaine de myéline plus fine) ? Ou bien découle-t-elle

de la diminution du compartiment axonal
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41.2 Analyse histologique des tracts myélinisés du cerveau des

souris S™

L’analyse des marqueurs suggére une perte de substance blanche dans le cerveau
des souris S™. Ces résultats nous ont poussés a étudier alors I'intégrité des tracts neuronaux
et plus particulierement les tracts myélinisés. Nous savons par ailleurs que la surface des
tracts myélinisés est fortement réduite dans le cerveau des patients humains schizophrénes.
Nous voulons donc savoir si la souris S™ présenterait des phénotypes équivalents au niveau

de la surface des tracts axonaux.

4.1.2.1 Mise en évidence des tracts myélinisés

Des études IRM ont démontré que plusieurs structures du systéme limbique sont
atteintes dans la schizophrénie (M.E.Shenton et al, 2001). Or, la protéine STOP est
fortement exprimée dans plusieurs structures cérébrales appartenant au systéme limbique
(Couegnas et al). Ce demier était initialement décrit comme le siége des émotions. Pour
notre étude, il est défini anatomiquement comme décrit dans la figure 34. Actuellement, les
connaissances sur sa fonction se sont élargies et il a également un rdéle dans
I'apprentissage, I'olfaction et les mécanismes de récompense. Le systéme limbique joue, par
ailleurs, un réle primordial dans la mémoire a long terme. Le systéme limbique peut étre
aussi représenté par le «Circuit de Papez», qui désigne un ensemble de connexions entre
I'nippocampe, les corps mamillaires et le thalamus. Ce circuit est un acteur-clé dans la

formation des souvenirs.

Du fait de la différence de taille entre les cerveaux S** et S”, nous avons du
sélectionner, pour cette premiére approche histologique, des coupes coronales en fonction
de reperes anatomiques bien précis (Figure 28) afin d’analyser l'intégrité de tracts limbiques.
Tous ces tracts font partie de la substance blanche et sont constitués d’axones myélinisés.
Nous avons aussi étudié l'intégrité de deux grosses commissures trés représentatives de la
substance blanche dans le SNC: le corps calleux et la commissure antérieure. Les
structures myéliniques ont été mises en évidence par le bleu luxol et les corps cellulaires de

neurones seront colorés par le violet crésyl.
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Figure 34 : Schémas représentatifs du systéme limbique humain.

A : représentation schématique du systéme limbique humain. B : représentation schématique du circuit de Papez,
circuit faisant parti du systeme limbique.

A - Corps calleux, B - Voie olfactive, C - Corps mamillaires, D — Fornix, E - Noyaux antérieurs du thalamus, F —
Amygdale, G — Hippocampe, H - Gyrus parahippocampique, I - Circonvolution cingulaire, J - Noyaux
hypothalamiques

4.1.2.2 Etude histologique de la surface du corps calleux

Le corps calleux est la commissure la plus importante du cerveau, elle assure le
transfert interhémisphérique des informations. Dans le cerveau des mammiféres, le corps
calleux forme la majeure partie de la substance blanche. Nous avons regardé si le corps
calleux des souris S™ (figure 35F, en jaune) présentait une différence de taille par rapport a
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celui des S™ (figure 35E, en jaune). Pour cela, nous avons mesuré la largeur du corps
calleux en son centre (genou du corps calleux) et, de chaque coté, nous avons mesuré le
corps calleux et le cingulum (figure 35A, coupe coronale a). Ces résultats démontrent
parfaitement que le corps calleux des souris S est significativement plus petit (figure 35M).
Le genoux du corps calleux est réduit de 21% chez les souris S comparé au souris S
(S**:0,56 mm, n=5; S":0,44 mm, n=6;p < 0,001), ainsi que le corps calleux et le
cingulum, réduits de 17% chez les souris S™ (S**: 0,53 mm,n=5:S":044 mm,n=6; p

<0,01).

4.1.2.3 Etude histologique de la surface de la commissure antérieure

Aprés avoir analysé la structure du corps calleux, nous avons poursuivi notre étude en
regardant la commissure antérieure (coupe coronale a, figure 35A) qui est elle aussi
principalement composée de substance blanche. Elle relie les 2 hémisphéres du cerveau. La
commissure antérieure est présente chez les souris S et S** et elle ne subit aucune
modification de surface (figures 35E et 35F, fléché en vert). Les mesures de surface
obtenues proviennent de la moyenne de la surface de la commissure antérieure droite et
gauche pour chaque animal. (S : 0,174 mm? n=5;S":0,163 mm? n =6 ; p = 0,5) (figure
35M).

4.1.2.4 Etude histologique de la surface de la partie post-commissurale du

fornix

Le fornix (f) est une commissure intra-hémisphérique du cerveau. |l caractérise
essentiellement les afférences principales de I'hippocampe qui vont connecter les corps
mamillaires. Le fornix est composé d’'une partie pré-commissurale et d’'une partie post-
commissurale (voir paragraphe suivant). Sur les coupes b, ¢ et d (figures 35B, 35C et 35D),
nous pouvons observer la partie post-commissurale du fornix. La totalité du fornix sera plus
amplement étudiée dans le prochain paragraphe. Les colorations histologiques montrent que
quel que soit le niveau de coupe analysé, la partie post-commissurale du fornix est absente
chez les animaux S (figures 35H, 35J et 35L).
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Figure 35 : Différences anatomiques et morphométriques entre souris sauvages (S"") et invalidées (S™)

A - D : représentations anatomiques schématisés des coupes coronales sélectionnées pour les colorations au bleu
de Luxol. Le corps calleux (cc) et le cingulum (cg) sont représentés en jaune, le fornix (f) en rouge, les
commissures antérieures en vert (aca), les faisceaux mamillo-thalamiques (mt) en violet et le faisceau rétroflexe
(fr) en bleu. Les carrés bleus indiquent la position des champs photographiques des coupes coronales des souris
S”" (E, G, I et K) et S” (F, H, J et L). Le bleu de luxol colore les faisceaux nerveux en bleu et le crésyl violet
les corps cellulaires des neurones en violet. Les principales structures cérébrales sont indiquées selon leur
abréviation. En G, H, I, J, K et L, I’absence du fornix est indiquée par une fléche pointillée rouge. O,
histogramme de la moyenne des surfaces du faisceau rétroflexe et du faisceau mamillo-thalamique chez les
souris S”* et S, Ces mesures ont été effectuées sur la coupe coronale d. En M, histogramme de la moyenne de
I’épaisseur du genou du corps calleux (cgg), du cingulum (cg) et des commissures antérieures (aca) chez les
souris S et S. Ces mesures ont été effectuées sur les coupes coronales a. L’épaisseur du gec et du cg mesurée
est indiquée en E (doubles fléches jaunes). N : histogramme de la moyenne de la surface du fornix chez les
souris S et 7. Les mesures ont été effectuées sur les coupes coronales c. N.A : non applicable.
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4.1.2.5 Etude histologique de la surface du faisceau mamillo-thalamique

Le faisceau mamillo-thalamique (mt) constitue la voie efférente reliant le corps
mamillaire au thalamus. Ce faisceau apparait sur la coupe coronale c (figure 35C, indiqué en
violet) mais est clairement visible au niveau de la coupe coronale d (figure 35D, indiqué en
violet). Contrairement au fornix, le faisceau mamillo-thalamique est nettement visualisé par
une coloration au luxol chez les souris S™ (figure 35J, fléché en violet). Cependant la
moyenne des surfaces de ce faisceau calculée a partir des coupes coronales d montre une
diminution significative chez les souris S*" de 29,3% (figure 35D), (S"*: 0,33 mm?, n=5;S™
: 0,23 mm?, n = 6; p < 0,05). Les coupes obtenues sont des coupes flottantes. Par
conséquent, 'hémisphére droit ne peut plus étre distingué de I'hémisphére gauche. Les
mesures de surface obtenues proviennent de la moyenne de la surface des faisceaux

mamillo-thalamiques droit et gauche pour chaque animal.

4.1.2.6 Etude histologique de la surface du faisceau rétroflexe

Le faisceau rétroflexe (fr) est une des voies efférentes de 'habenula qui fait partie de
I'épithalamus. Le faisceau rétroflexe apparait au niveau de la coupe coronale d (figure 35D,
représenté en bleu) et est facilement visible par coloration au luxol chez les souris S** et S™
(figures 35K et 35L, fléché en bleu). Au méme titre que le faisceau mamillo-thalamique, la
surface de celui-ci est significativement diminuée de 20% chez les souris S™. Les mesures
de surface obtenues proviennent de la moyenne de la surface du faisceau rétroflexe droit et
gauche pour chaque animal obtenu & partir des coupes coronales. (figure 350 : S**: 0,52
mm?, n=5;S":0,41 mm? n=6;p<0,05).

4.1.2.7 Conclusion

Cette premiére approche histologique confirme que les souris S™ souffrent d’une perte
de substance blanche. Certains tracts comme la commissure antérieure ne sont pas affectés
alors que d’autres, comme le tract mamillo-thalamique, le cingulum, le corps calleux, et enfin
le faisceau rétroflexe sont affectés. Par ailleurs, la perte de substance blanche ne se limite
pas au systéme limbique puisque le faisceau rétroflexe est lui aussi atteint. Le résultat
majeur de cette étude, et inattendu, est 'absence totale de la partie post-commissurale du

fornix.
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41.3 Analyse histologique du fornix du cerveau des souris S™

L’absence totale de la partie post-commissurale du fornix nous a amené a analyser

l'intégralité de ce tract.

Le fornix (ou trigone) est voie intra-hémisphérique en forme de « C » et constitue une
des voies de sortie majeure de la formation hippocampale. Ce tract est principalement
composé des axones du subiculum, région adjacente a la CA1 qui fait partie intégrante de la
formation hippocampale (voir paragraphe résultats 4.1.7) qui vont connecter le septum
latéral, le noyau accumbens, I'hypothalamus antérieur ainsi que les corps mamillaires
(hypothalamus postérieur) et aussi les noyaux thalamiques antérieur. C'est un composant
important du systéme limbique. Il se compose de quatre parties principales (figures 36 a et
b) :

| : Les deux fimbriae (droites et gauches) : faisceaux d’axones situés latéralement a

I'hippocampe qui constituent les voies de sorties des fibres hippocampales (Subiculum et

Corne d’Amon) tout au long de I'hippocampe.

Il : Deux piliers postérieurs droit et gauche sortant de I'hippocampe afin de se réunir

pour former, au niveau de la pré-commisure, le corps du fornix.

lll: Le corps du fornix : portion horizontale (chez 'homme) ou verticale (chez le

rongueur), plate et dense située entre le 3° ventricule et le corps calleux.

IV : Deux colonnes antérieures droite et gauche qui se séparent au niveau de la

commissure postérieure du fomix, descendent entre le 3*™ ventricule et la commissure
antérieure postérieure (acp, Figure 36 b) et rejoignent ensuite les corps mamillaires droit et

gauche.
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Figure 36 : Représentation picturale de la morphologie du fornix chez I'humain et le rongeur.

a : représentation spatiale du fornix chez I’homme. b : représentation spatiale du fornix chez le rongeur. aet b :
I: Les deux fimbriae, 11 : Deux piliers postérieurs droit et gauche, III : Le corps du fornix, IV : Deux colonnes
antérieures. HC : hippocampe, fi : fimbria, fx : fornix, MS : septum médian.
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Figure 37 : Différences anatomiques et morphométriques du fornix dorsal, du corps du fornix et de la
partie proximale du fornix post-commissural entre souris sauvages (S"") et invalidées (S™).

A, E, I, M, Q et U: représentations anatomiques schématisés des coupes coronales sélectionnées pour les
colorations au bleu de Luxol. Le fornix dorsal (fd), le corps du fornix (cf) ainsi que le fornix post-commissural
(fp) sont représentés en bleu. Les carrés noirs indiquent la position des champs photographiques équivalents aux
coupes coronales des souris S B, F, J, N, Ret V) et S (C, G, K, O, S et W). Le bleu de Luxol colore les
faisceaux nerveux en bleu et le crésyl violet les corps cellulaires des neurones en violet. Les principales
structures cérébrales sont indiquées selon leur abréviation (voir liste page). Le fornix dorsal, post-commissural
ainsi que le corps du fornix sont représentés par une fleche bleue. D, H, L, P, T et X : histogrammes de la
moyenne des surfaces fornix chez les souris S et S” pour chaque coupe coronale et photographie
correspondant. Ia, Ib, Ic, I, IIl et IV : équivalence anatomique des parties du fornix avec la figure 36.

Le fornix, de sa partie dorsale jusqu’a sa partie post-commissurale est visualisable tout
au long des différents plans coronaux représentés dans la figure 37. Pour chaque plan de
coupe, nous avons additionné la surface des fornix droits et gauches. La coloration au luxol
permet de mesurer les surfaces de la partie du fornix dorsal (figures 37B, 37F, 371 et 37N,
fléché en bleu ; S™*: 0,032 mm?, 0,074 mm?, 0,081 mm? et 0,15 mm?, n = 6, figures 37D,
37H, 37L, 37P), du corps du fornix (figure 37R, représenté en bleu ; S”*: 0,58 mm? n = 6,
figure 37T) et de la jonction proximale de sa partie post-commissurale chez les souris S
(figures 37V, fléché en rouge ; S*: 0,14 mm?, n = 5, figure 37X). Les mesures de surface du
fornix chez les souris S montrent qu'il est possible de visualiser le fornix sur tous les plans
de coupe. En revanche, nous allons voir que la surface du fornix diminue progressivement

de fagon dorso-ventrale.

Au début de la formation du fornix (fornix dorsal), les fibres S”" présentent une surface
équivalente a celle des souris sauvages (figure 37C, fléché en bleu ; S™: 0,040 mm? p > 0,5
n = 6, figure 37D). Des différences de surfaces significatives de la partie dorsale entre souris
S™ et S** apparaissent ensuite et cette diminution s’accentue jusqu’a 56 % au niveau du
corps du fornix (figures 37G, 37K, 370 et 37S fléché en bleu ; figure 37H : S : 0,037 mm?, p
=0,01; 37L: 0,061 mm? p < 0,05, 37P : 0,074 mm? et 37T : 0,26 mm?, p < 5.10°, n = 4).
Lorsque les fibres se séparent a nouveau, leur surface diminue alors de 49% (figure 37W,
fléché en bleu, S : 0,074 mm? p = 0,01, n = 4, figure 37X). Et comme nous l'avons vu
précédemment, toute la partie post-commissurale disparait (figures 35H, 35I| et 35L). Ceci
suggeére que la disparition du fornix est trés brutale aprés sa post-commissure.

41.4 Analyse de l'intégrité du fornix par tracage lipidique chez les
souris KO STOP

Il semble, d’apres notre étude histologique, sur des coupes coronales, que le fornix des
souris S”" disparaisse brusquement, juste aprés sa partie proximale post-commissurale. Afin
de savoir si cela était d0 a un défaut de myélinisation qui le rendrait indétectable au bleu
luxol, nous avons décidé d’utiliser un traceur lipidique qu’est le Dil (carbocyanine) afin de

visualiser I'ensemble du fornix, sans passer par une détection myélinique. En effet, le Dil est
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une molécule fluorescente, qui, une fois son cristal implanté dans un tract neuronal de
cerveau fixé, est capable de diffuser lentement (de fagon antérograde et rétrograde) le long
des lipides membranaires. Pour notre étude, une fois le cristal de Dil implanté dans le corps
du fornix (figure 38Aa), 12 semaines d’incubation en PFA a 37°C ont été nécessaires pour
qu’il diffuse tout au long du tract.

Il nous est impossible de visualiser sur une méme coupe sagittale I'intégralité du fornix
car il ne reste pas toujours dans le méme plan. L'implantation du Dil dans le corps du fornix,
va permettre, par diffusion rétrograde, le marquage du subiculum dorsal via I'alvéus aussi

+/+

bien dans les souris S** que dans les souris S” (figures 38Ab et 38Ac). La diffusion
antérograde du Dil permet de confirmer I'absence totale de la partie post-commissurale du
fornix chez les souris S™°, indépendamment d’une coloration luxol (figure 38Ac). L’analyse
détaillée de différents plans sagittaux nous a permis de mieux définir la zone de rupture du
fornix chez les souris S™". La comparaison des coupes sagittales de la figure 38Cd et g
montre que la partie proximale du fornix post-commissural est bien présente mais fortement
réduite chez les souris S™. Les coupes sagittales de la figure 38Ce et h indiquent que le tract
amorce bien sa ventralisation pour disparaitre brutalement chez les souris S”. Les coupes
sagittales de la figure 38Cf et i confirment I'absence totale de la partie distale du fornix post-

commissural chez les souris S”".

La technique de tracage par le Dil confirme bien I'absence de la partie post-
commissurale du fornix chez les souris S”. Ce résultat nous permet aussi d’invalider
'hypothése du défaut de myélinisation du tract qui le rendrait indétectable en histologie.
Cependant nous ne pouvons pas affirmer qu’il n'y ait pas de défauts majeurs de
myélinisation du fornix et des autres tracts chez les S™.
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Figure 38 : Analyse morphologique du fornix entre souris sauvages (S**) et invalidées (S7).

A. a: illustration de I’implantation du cristal de Dil (point rouge) dans le corps du fornix afin de le visualiser
dans son intégrité. Grace a une coloration partielle au bleu luxol de la partie médiane de ’hémisphére cérébral, il
est possible de discerner le fornix non coloré des autres tracts, par contraste, comme les commissures, qui sont
coupées dans leur profondeur et donc colorées en bleu par le luxol. b : 12 semaines apres implantation du cristal
de Dil, visualisation en rouge, du subiculum (S), zone d’émergence des fibres fornicales, du fornix dorsal (fd) et
post-commissural (fp) ainsi que du corps mamillaire (cm), zone de projection du fornix, sur coupe sagittale de
cerveau de souris S, ¢ : 8 semaines apres implantation du cristal de Dil, visualisation en rouge, du subiculum
(S), zone d’émergence des fibres fornicales, du fornix dorsal (fd) ainsi que du corps mamillaire (cm), zone de
projection du fornix, sur coupe sagittale de cerveau de souris s” La partie post-commissurale du fornix (fp) est
absente chez les souris S™. a et b : Les coupes sont contre colorées au Hoechst. B : Représentation anatomique
schématique des coupes sagittales sélectionnées pour notre étude d’aprés 1’atlas « the Mouse Brain » de
G.Paxinos. Le corps calleux est représenté en jaune, la commissure antérieure (ca) en vert, le fornix dorsal (fd) et
post-commissural (fp) en rouge et le corps mamillaire (cm) en noir. Les carrés noirs indiquent la position des
champs photographiques équivalents aux coupes sagittales des souris S (Cd, Ce et Cf) et S (Cg, Ch et Ci)
utilisées pour I’analyse de la partie post-commissurale du fornix. A/v : alvéus.
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41.5 Tracage du fornix par injection cérébrale stéréotaxique de
lentivirus chez les souris KO STOP

De nos jours, il est possible de suivre l'intégralité d’'un neurone dans un cerveau
d’animal vivant par chirurgie stéréotaxique et injection d’un lentivirus codant pour la GFP
(Green Fluorescent Protein). Le lentivirus utilisé est le VIH (Virus de I'lmmunodéficience
Humaine) qui a été inactivé et rendu non réplicatif, dont on a inséré la cassette du géne
codant pour la GFP. Ce virus est maintenant capable d’infecter les neurones. Une fois
injecté dans la structure d'intérét, il va infecter les neurones environnants, sa
rétrotranscriptase va ensuite traduire son ARN (Acide RiboNucléotide) en ADNc (Acide
DéoxyNucléotide codant) afin que ce dernier puisse s’intégrer a 'ADN du neurone infecté.
Tout neurone qui sera infecté exprimera la GFP de fagon constitutive. La GFP elle, sera
capable de diffuser le long de I'axone et des dendrites du neurone et nous permettra ainsi de
visualiser la morphologie des axones constituant le fornix. Cette technique pourra aussi nous
permettre de mieux appréhender le cheminement précis des axones post-commissuraux du
fornix chez les souris S™ et éventuellement de mettre en évidence des voies de projections

anormales chez ces souris.

Nous avons choisi d’infecter la partie dorsale du subiculum, en effet, comme nous le
verrons dans le paragraphe suivant, une grande majorité des neurones de cette partie
projette leur axone dans le corps mamillaire via la partie post-commissurale du fornix (figures
34 et 43). Aprés 15 jours d’infection, nous avons fixé les souris et effectué des coupes
sagittales de cerveau afin de visualiser 'ensemble du fornix, comme pour la précédente
étude. Chez les souris S™, les fibres (GFP*) du corps du formnix ont un aspect lisse, régulier
et s’organisent parallélement (figures 39Ba et d). En revanche, a ce méme niveau, les fibres
fornicales des souris S arborent déja un aspect différent : elles semblent beaucoup plus
fines et le tract est moins organisé (figures 39Bg et j). L'aspect des fibres est moins lisse et
plus irrégulier (figure 39Bj). Cet aspect granulaire et la désorganisation du tract s’accentuent
au fur et a mesure de la ventralisation du fornix. Par ailleurs, nous pouvons voir apparaitre
de grosses varicosités dans les fibres de la partie proximale du fornix post-commissural chez
les souris S™ (figures 39Bh, i, k et ). A ce méme niveau, les fibres des souris S*" sont

beaucoup moins nombreuses.

150



151



Figure 39 : Etude morphologique des fibres axonales du fornix de souris sauvages (S™) et invalidées (S)
par tracage lentiviral. Partie 1.

A : gauche : Localisation schématique du site d’infection lentivirale stéréotaxique du subiculum (S) sur une
coupe sagittale de cerveau. Le carré noir indique la position du champ photographique équivalent au site
d’injection stéréotaxique du lentivirus codant pour la GFP. Droite : Mise en évidence du site d’infection du
lentivirus codant pour la GFP dans le subiculum (S). Le Nissl met en évidence les corps cellulaires des neurones
du subiculum. La GFP met en évidence les neurones infectés par le lentivirus. Les neurones du subiculum
infectés par le lentivirus sont doublement marqués Nissl/GFP. B : Les carrés roses et bleus indiquent la position
des champs photographiques €quivalents aux coupes sagittales des souris S (a,b,cetd, e, f) et S (g, h,ietk,
1, m) utilisées pour I’analyse des fibres du fornix dorsal (fd) et de la partie proximale du fornix post-commissural
(fp), respectivement. a, b, ¢ : Photographies des coupes sagittales de souris S™* utilisées pour la visualisation des
fibres vertes GFP" du fornix. Les carrés roses et bleus indiquent la zone de visualisation des fibres observées au
microscope confocal (d, e et f), grossissement x20. g, h, i: Photographies des coupes sagittales de souris ™"
utilisées pour la visualisation des fibres vertes GFP™ du fornix. Les carrés roses et bleus indiquent la zone de
visualisation des fibres observées au microscope confocal (j, k et 1), grossissement x20. f: Grossissement x2 de
I’image b. 1 : Grossissement x2 de I’image k. ac : commissure antérieure, cm : corps mamillaires.

+/+

Lorsque les fibres du fornix post-commissural des souris S™° commencent a se
ventraliser (figure 40a), nous retrouvons I'aspect lisse et régulier de la partie dorsale. En
revanche, la densité des fibres S” chute et seulement quelques trés fines fibres arrivent a
progresser (figure 40i). Ces fibres forment un éventail, comme si elles se défasciculaient
pour se perdre dans la masse tissulaire. Toutefois, il est possible, sur deux cerveaux de
souris S”" de distinguer quelques rares fibres arriver au niveau du corps mamillaire (figure
40j). Chez les S"* en revanche, un nombre de fibres plus important arrive sur le corps
mamillaire (figure 40e). Si nous regardons au plus fort grossissement la zone d’arrivée des
fibres du fornix sur le corps mamillaire des souris S** (figures 40e et f), nous retrouvons des
varicosités équivalentes a celles observées chez les souris S” peu avant la zone ol nous
perdons la totalité des fibres (figures 39h, i, k et 1). Nous pouvons penser que la présence de
varicosités, a proximité des corps mamillaires, est le résultat d’'une formation synaptique au
niveau des dendrites des neurones du corps mamillaire. Ces varicosités correspondraient
donc aux boutons synaptiques. Il est donc possible qu'une grande partie des axones du
fornix des souris S”" essaierait d’établir des connexions avec des neurones d’une région
cérébrale adjacente a la partie proximale du fornix post-commissural, plutdt que d’aller
connecter le corps mamillaire. Une autre interprétation de I'aspect granulaire des fibres du
fornix des souris S™ serait une dégénérescence axonale progressive. Par ailleurs, cette
étude ne nous permet pas de déceler une autre voie de projection des fibres post-

commissurales de fornix chez les souris S™-.

152



Figure 40 : Etude morphologique des fibres axonales du fornix de souris sauvages (S™) et invalidées (S)
par tracage lentiviral. Partie 2.

Les neurones du subiculum infectés par le lentivirus sont doublement marqués Nissl/GFP. Les carrés noirs
indiquent la position des champs photographiques équivalents aux coupes sagittales des souris S”* (a, b, ¢ et d, e,
f) et S (g, h et i, j) utilisées pour I’analyse des fibres de la partie post-commissurale du fornix. a, b, ¢ :
Photographies des coupes sagittales de souris S™* utilisées pour la visualisation des fibres vertes GFP* du fornix.
Le carré noir indique la zone de visualisation des fibres observées au microscope confocal (d, e et f),
grossissement x20. g, h : Photographies des coupes sagittales de souris S™ utilisées pour la visualisation des
fibres vertes GFP™ du fornix. Le carré noir indique la zone de visualisation des fibres observées au microscope
confocal (i, j), grossissement x20. f: Grossissement x2 de 1’image e. ca : commissure antérieure, cm : corps
mamillaire.
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41.6 Analyse de l'intégrité des afférences des corps mamillaires
par tragage lipidique des souris KO STOP

Notre étude de tracage lentiviral du fornix chez les souris S™ montre que quelques
fibres arrivent quand méme jusqu’aux corps mamillaires. Afin de confirmer ce résultat, nous
avons décidé d’implanter des cristaux de Dil dans les corps mamillaires de souris S** et S,

+/+

Le colorant lipidique utilisé diffuse antérogradement pour les souris S** et S” dans le noyau
thalamique antérieur, via le tract mamillo-thalamique (figures 41Cb et d). La diffusion
rétrograde nous permet de mettre en évidence la présence d’un faible marquage au niveau
de la partie proximale du fornix post-commissural chez les souris S™, attestant la présence

d’une faible connexion entre le subiculum dorsal et les corps mamillaires (figure 41Cc).

41.7 Analyse histologique du subiculum dorsal distal chez les

souris sauvages et KO STOP

Une grande majorité des axones constituant le fornix appartiennent aux neurones
formant le subiculum. Cette structure corticale fait partie de la formation hippocampale
comprenant aussi la corne d’Ammon (CA1, CA2 et CA3) ainsi que le gyrus denté
(figure 42b). Comme le montre la figure 42, le subiculum tient une position centrale car il est
directement relié aux structures para-hippocampales. De son coté proximal et sur l'axe
septo-temporal, le subiculum connecte la CA1. Par son coté distal, il connecte le cortex
rétrosplénial sur sa partie septale et le cortex entorhinal via le pré- et le parasubiculum sur sa
partie temporale. Avec la CA1, le subiculum constitue la structure majeure de sortie de la
formation hippocampale vers des structures sous corticales comprenant le septum latéral, le
noyau accumbens, le noyau thalamique antérieur, 'hypothalamus antérieur et les corps
mamillaires. Une trés grande majorité de ces connexions se font via le fornix (figure 34).
Malgré son apparence neuronale homogene (une seule couche de neurones pyramidaux,
figure 42c), l'organisation topographique de ses éfférences sous-corticales suit un gradient
septo-ventral et proximo-distal (figure 43) (Naber and Witter, 1998; Kishi et al., 2000; Wright
et al., 2010). Nous avons cherché a savoir si 'absence de connectivité entre le subiculum et
le corps mamillaire s’accompagnait d’'une perte de neurones du subiculum. L’analyse
histologique du subiculum reste complexe de part la difficulté a le distinguer des différentes
régions para-hippocampales (par exemple le para et le pré-subiculum). Il est donc difficile
d’analyser le subiculum dans sa globalité. Nous avons décidé, dans cette étude préliminaire,
de nous focaliser sur la partie dorsale du subiculum. En effet, la majorité des neurones de
cette région.
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Figure 41 : Analyse de l'intégrité des fibres afférentes du corps mamillaire chez les souris sauvages (S"")
et invalidées (S7).

A : illustration de I’implantation du cristal de Dil (point rouge) dans le corps mamillaire afin de visualiser ses
afférences. B : Représentation anatomique schématique des coupes sagittales sélectionnées pour notre étude
d’aprés D’atlas « the Mouse Brain » de G.Paxinos. Le corps calleux est représenté en jaune, la commissure
antérieure (ca) en vert, le fornix post-commissural (fp) en rouge et le corps mamillaire (cm) en noir. Les carrés
noirs indiquent la position des champs photographiques équivalents aux coupes sagittales des souris S”* (Ca et
Cb) et S (Cc et Cd) utilisées pour I’analyse de la partie post-commissurale du fornix. 4/v : alvéus. C :aet b :
12 semaines aprés implantation du cristal de Dil, visualisation en rouge, du fornix post-commissural (fp), du tract
mamillo-thalamique (mt) et du thalamus antérieur (za), sur coupe sagittale de cerveau de souris ST cetd: 12
semaines apreés implantation du cristal de Dil, visualisation en rouge, de la partie proximale du fornix post-
commissural (fp), du tract mamillo-thalamique (m7) et du thalamus antérieur (¢a), sur coupe sagittale de cerveau

o .
de souris S . a-d : Les coupes sont contre colorées au Hoechst.
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Dorsal

Figure 42 : Représentation de la formation hippocampale et des régions parahippocampales du cerveau de
rat (van Strien et al., 2009).

a et a’: vue latérale gauche (a) et droite (a’) de la formation hippocampale (gyrus denté, DG, en marron foncé ;
CA3 en marron clair ; la CAl en orange et le subiculum en jaune) et des régions parahippocampales (cortex
perirhinal, rose et violet, cortex postrhinal, POR, bleu turquoise, cortex entorhinal latéral, LEA, vert
foncé ;cortex entorhinal médian, MEA, vert clair ; presubiculum, PrS, en bleu ; parasubiculum, PaS, bleu fonc¢)
selon les 3 axes de localisation : rostro-caudal (antéro-postérieur), dorso-ventral (du plus superficiel au plus
profond) et septo-temporal (début de I’hippocampe dorsal a la fin de I’hippocampe ventral). b : représentation de
la formation hippocampale et des régions parahippocampales sur une coupe coronale de cerveau. c:
représentation horizontale de 1’organisation de la formation hippocampale avec les régions parahippocampales.
dist : distal, dl : partie dorsolatérale du cortex entorhinal, encl : couche profonde du gyrus denté, exp : couche
exposée du gyrus denté, g/ : couche granulaire, /uc : stratum lucidum, m/ ; couche moléculaire ou stratum oriens,
prox : proximal, pyr: couche de cellules pyramidales, rad: stratum radiatum, s/m : stratum lacunosum-
moleculare, vm : partie ventromédiale du cortex entorhinal.
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Dorsal-distal subiculum Dorsal-proximal subiculum

- medial mammillary nucléus - nucleus accumbens
- lateral septum
- medial mammillary nucleus

Ventral-distal subiculum Ventral-proximal subiculum
- ventromedial hypothalamic nucleus - nucleus accumbens
- medial mammillary mucleus - lateral septum

- ventromedial hypothalamic nucleus
medial mammillary nucleus

Figure 43 : schéma représentatif des différentes projections des 4 régions du subiculum.

Les quatres sous régions sont les subiculum dorsal-distal, dorstal-proximal, ventro-distal, ventro-proximal. Les
tableaux représentent les différentes régions connectées aux sous régions du subiculum. DG : gyrus denté, LEC :
cortex entorhinal latéral, V-VI: couches profondes du cortex, /Il : couches superficielles du cortex, CM :
caudomédian, CL : caudolatéral, RL : rostrolatéral, RM : rostromédian, L : latéral (d’apres Naber et al).

projette sur les corps mamillaires via le fornix. Par ailleurs, nous disposons d’un repére

anatomique trés précis correspondant a la fusion du subiculum avec le cortex rétrosplénial.

Sur des coupes coronales dont nous avons mis en évidence les neurones (par

immunohistochimie dirigée contre la protéine NeuN), il est possible de distinguer les
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neurones du subiculum & la fois chez les souris S™*, S*" et S™ (figures 44B, 44C et 44D, le
subiculum est entouré d’un trait rouge). De plus, la taille du corps cellulaire des neurones
semble aussi équivalente entre les 3 génotypes (figure 44E : S**: 79,9 ym?, n =6, S* : 86,2
um? n =7 et S”: 829 um% n =4, p > 0,05) ainsi que la densité neuronale du subiculum
(figure 44E : S™*: 5816 neurones/mm?, n = 6, S™ : 5925 neurones/mm? n = 7, S™: 5363
neurones/mm?, n = 4, p > 0,05). Cependant, la surface du subiculum dorsale est réduite de
26% chez les souris S” mais reste équivalente entre les souris S*" et S™* (figure 44E : S"* :
0,228 mm? n =6, S : 0, 207 mm?, n =7, S”: 0,169 mm? n = 4, p < 0,05). Nous avons
donc moins de neurones sur ces plans de coupe coronale, di a la diminution de la surface
du subiculum chez les souris S™ (figure 44E : S**: 1301 neurones/subiculum (n/S), n = 6,
S*:1212 n/S, n =7, S7: 906 n/S, n = 4, p < 0,01). Ces résultats suggérent bien que
'absence de la partie post-commissurale du fornix est associée a une perte neuronale du
subiculum dorsal chez les souris S”. Cependant, seule la mise en place d’'une méthode
stéréologique d’analyse d'image pour la quantification des neurones du subiculum, plus

pertinente, permettra de mettre en évidence une réelle perte neuronale.

Ce phénoméne ne peut certainement pas étre a I'origine de la disparition totale de la
partie post-commissurale du fornix. Les neurones censés projeter sur les corps mamillaires,
bien que peut étre en nombre réduit, sont toujours présents. Nous aurions da alors observer
leurs fibres axonales arriver sur le corps mamillaire par le tragage du Dil, mais aussi par le
lentivirus. Une question fondamentale reste encore non résolue : est ce que le fornix
disparait ou ne se forme paschez les souris S™? Il y a-til oui ou non, une
neurodégénérescence des neurones du subiculum associée a la « dégénérescence » du

fornix ?
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génotypes taille des neurons (pm?) Nombre de neurones/mm? surface du subiculum (mm?) Nombre de neurones par subiculum
+/+ (5) 79,9+2,7 5816+455 0,228+0,016 1301£53

+/- (5) 86,242,3 5925£209 0,207+0,014 1212454

-/- (4) 82,943,8 5363+199 0,169+0,013* 906+79**

Figure 44 : Différences anatomiques et morphométriques du subiculum dorsal entre souris sauvages (S*"),
invalidées (S™) et hétérozygotes (S™).

A : Localisation schématique de la position du subiculum (S) sur une coupe coronale de cerveau : le subiculum
(en rouge) est accolé du coté médian a la CA1 (en vert) et se situe en dessous du corps calleux. Il fait partie de la
formation hippocampale. Le carré noir indique la position des champs photographiques équivalents aux coupes
coronales des souris S (B), S (C) et S (D) pour I’analyse de la taille des neurones, du nombre de neurones,
de la surface et de la densité neuronale du subiculum dorsal. B : Marquage des cellules NeuN (neurones) de la
formation hippocampale de cerveau d’animal S, Observation au microscope optique x50. DG : gyrus denté,
CA : Corne d’Ammon, S : subiculum. La surface du subiculum est entourée par un trait rouge. C : Marquage des
neurones de la formation hippocampale de cerveau d’animal S™. Observation au microscope optique X50. La
surface du subiculum est entourée par un trait rouge. D : Marquage des cellules NeuN de la formation
hippocampale de cerveau d’animal S™. Observation au microscope optique X50. La surface du subiculum est
entourée par un trait rouge. E : Tableau récapitulatif des moyennes obtenues de la taille des neurones, du nombre
de neurones, de la surface et de la densité neuronale du subiculum dorsal de souris S™*, S”et S™". RSG :
retrosplenial granular cortex.

4.1.8 Discussion

4.1.8.1 Reéduction du volume cérébral de la souris KO STOP et neuropil

Nos résultats montrent clairement une altération majeure du compartiment axonal chez
les souris S”. En effet, afin de mieux comprendre I'origine de la diminution du volume

cérébral des souris S™, nous avions décidé de mesurer, par western blot quantitatif,
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plusieurs marqueurs cellulaires. Cette étude globale a permis de montrer que la réduction du
volume cérébral n’était pas associée a une perte massive de cellules ou d’'une population
cellulaire en particulier, mais plutét a un effondrement du neuropil qui affecterait de fagon
majeure les axones. Les marqueurs dendritiques que nous avons analysés se réduisent a
des marqueurs généraux ou des récepteurs postsynaptiques. Il existe a 'heure actuelle treés
peu de marqueurs spécifiques de l'architecture des épines dendritiques détectables en

western blot. Mais I'étude du compartiment, quoi qu’il arrive demanderait a étre approfondie.

Cependant, le fait qu’il n’y ait pas de différence significative dans la quantité de
marqueurs ubiquitaires nucléaires n’exclue pas une modification cellulaire locale dans
certaines structures du cerveau. En effet, une étude récente a montré que I'épaisseur du
cortex des souris S était réduite de 10% (Powell et al., 2007). Par ailleurs, une étude
macroscopique menée au laboratoire a montré que la surface des colliculi était plus
importante chez les souris S™. Les colliculi sont des noyaux de la substance grise situés sur
la face postérieure du mésencéphale et responsables des réflexes visuels pour les 2 colliculi
supérieurs et des réflexes auditifs pour les 2 colliculi inférieurs (communication personnelle,
Jacques Brocard). De plus, notre étude préliminaire de la quantification de la population
neuronale du subiculum dorsal suggére une réduction du nombre de neurones dans cette
région chez les souris S”. Ces résultats suggérent qu’il pourrait y avoir a la fois des
réductions, mais aussi des augmentations de certaines structures cérébrales chez les souris
S™. L’analyse ne nous permet pas non plus de détecter les éventuels problémes fonctionnels
comme le transport et la distribution sub-cellulaire de certains marqueurs. Par exemple, le
transporteur de la sérotonine SERT a été quantifié et 'analyse par western blot ne montre
aucune différence significative entre les souris S** et S alors que notre laboratoire a permis
de montrer une déficience importante des projections axonales sérotoninergiques SERT
positives chez les souris S™ (Vincent Fournet et al, en préparation). La perte de SERT dans
les projections axonales est en fait compensée par son accumulation cytoplasmique, ce qui

pourrait expliquer en partie, que sa quantité globale dans le cerveau n’est pas modifiée.

Nous avons aussi montré que la plupart des marqueurs myéliniques s’effondraient en
western blot. La gaine de myéline, en général, pourrait étre moins épaisse, ou bien cela
pourrait étre la conséquence directe de la diminution du compartiment axonal. Nous avons
vu par ailleurs que la surface de nombreux tracts étaient réduits, voire absents chez la souris
S™. Mais cela n’enléve pas la possibilité de défauts de myélinisation ou de réduction de
I'épaisseur de myéline chez ces souris. Une étude trés récente, en microscopie électronique,
effectuée dans notre laboratoire vient de démontrer qu’il n'y avait pas de modification de
I'épaisseur de la gaine de myéline des axones composant le corps calleux, tract fortement

réduit chez les souris S™ (Isabelle Lebrun, communication personnelle). Il semble aussi que
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la population de cellules progénitrices oligodendrocytaires (cellules NG2") soit réduite. |l
faudrait, confirmer ce résultat en comptabilisant a I'aide de technique stéréologique, sur
plusieurs régions cérébrales, le nombre de ces cellules, au préalable détectées par

immunohistochimie.

4.1.8.2 Souris KO STOP et tracts axonaux cérébraux

Les résultats obtenus en western blot nous ont orienté vers 'analyse histologique de
faisceaux axonaux du cerveau des souris S”. Nous nous sommes restreints & analyser les
tracts myélinisés du systéme limbique, qui est particulierement affecté chez les
schizophrénes, et qui exprime de fortes quantités de protéines STOP. Ainsi nous avons
démontré que la partie post-commissurale du fornix, faisceau principalement constitué des
efférences de I'hippocampe, n’est pas visible sur les coupes coronales chez les souris S™".
D’autres faisceaux du systeme limbique comme le corps calleux et le faisceau mamillo-
thalamique sont également altérés chez ces souris. Cependant la diminution de la surface
des faisceaux ne semble pas étre une généralité car la commissure antérieure n’est pas
affectée. Par ailleurs, I'altération des faisceaux de fibres n'est pas spécifique au systéme
limbique car le faisceau rétroflexe est également réduit chez les souris S”. Le faisceau
rétroflexe est une efférence de I'habenula. I semble par ailleurs que I'habenula soit
impliquée dans la manifestation de certains symptémes appartenant a la schizophrénie
(Couegnas et al., 2007).

Notre observation majeure montre que la partie post-commissurale du fornix n’est pas
visible par une coloration luxol sur les coupes coronales des souris S™. Des
immunofluorescences confirment que I'absence du fornix, lors des colorations au luxol n’est
pas uniquement un probléme de myélinisation puisque les marqueurs axonaux tels que les
neurofilaments sont aussi absents (Caroline Maucler, communication personnelle). L'analyse
de l'intégrité du fornix par un tracage lipidique (Dil) confirme aussi I'absence de la partie
post-commissurale du fornix. Ces études révéelent la disparition assez brutale du fornix dans
sa partie post-commissurale proximale chez les souris S™. Cette zone du fornix correspond a
un « rond point » pour les éfférences subiculaires. En effet, c’est a ce niveau que les axones
bifurquent soit dans la partie antérieure de I'’hypothalamus, soit dans le noyau thalamique
antérieur ou continuent directement vers les corps mamillaires. L'infection lentivirale de GFP
nous a permis de mieux caractériser cette zone de rupture et de montrer la dispersion des
axones subiculaires a ce niveau. Cette technique d’infection lentivirale nous a permis aussi
de révéler d'autres défauts de ce tract. En effet, hormis le fait que les axones semblent se
défasciculer et se perdre, ils arborent aussi un aspect granuleux et s’avérent désorganisés

au sein méme du tract. Notre étude montre en général que de nombreux tracts axonaux sont
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affectés chez la souris S™. Ces résultats corrélent trés bien avec les troubles de connectivité
et de perte de substance blanche observés chez les patients schizophrénes (introduction,
paragraphe 2.1.3). En effet, le corps calleux et le cingulum sont deux tracts souvent
mentionnés et altérés chez les patients schizophrénes. Par ailleurs, le fornix lui, fait I'objet
d’intense recherches en schizophrénie puisque son analyse en imagerie DTl montre non
seulement une réduction de son volume, mais aussi un défaut de son intégrité (Kubicki et al.,
2005b; Kubicki et al., 2005a; Kuroki et al., 2006; Nestor et al., 2007; Takei et al., 2008; Zhou
et al., 2008; Fitzsimmons et al., 2009). La plupart de ces études montrent une parfaite
corrélation entre ces défauts du fornix et la perte de mémoire intégrative observée chez ces
patients schizophrénes. Nous avons établi une collaboration avec les chercheurs de la
plateforme IRM du petit animal, au sein de notre institut, afin de développer les techniques
de DTI appliquées a la souris KO STOP. Ce travail nous permettra de savoir si les
diminutions des tracts observées sont associées a des modifications de la fraction
d’anisotropie, mettant en évidence un défaut de l'intégrité axonale.

Nous avons noté, lors du tragage lentiviral, la présence de varicosités sur les fibres de
la partie proximale du fornix post-commissural des souris S”. Ces varicosités pourraient
correspondre soit a des boutons synaptiques, soit a des boursouflures localisées dans les
axones en cours de dégénérescence. Or, nous retrouvons, au niveau de la zone de
connexion du fornix avec les corps mamillaires, ce méme type de varicosité chez les souris
S**, ce qui suggére fortement que ces varicosités correspondraient & des synapses. Afin de
connaitre la nature exacte de ces varicosités, nous pouvons envisager de combiner le
tragcage lentiviral-GFP du fornix avec de la microscopie électronique. Nous pourrions alors
ocaliser la GFP par immunohistochimie et analyser l'ultrastructure axonale du fornix post-

commissural et étudier ainsi, la nature de varicosités des souris S™".

L’infection lentivirale nous a permis aussi de mettre en évidence que quelques axones
semblent connecter les corps mamillaires chez les souris S™. Ces résultats ont été confirmés
par l'implantation de Dil au niveau des corps mamillaires. Il serait intéressant, par des
stimulations isolées du subiculum, de savoir si ces axones « résiduels » sont capables
d’assurer une communication entre les corps mamillaires et le subiculum (réponse du corps
mamillaire a la stimulation subiculaire). Il serait aussi pertinent de rétrotracer les axones des
neurones projetant sur le corps mamillaire a I'aide de traceurs rétrogrades (Fluorogold ou
fast blue) injectés au niveau du corps mamillaire. Ces molécules, fluorescentes, passeraient
a travers les synapses et remonteraient ainsi jusqu’au corps cellulaires des projections
(Wright et al., 2010). Nous pourrons alors mieux comprendre la topographie des neurones
subiculaires projetant sur les corps mamillaires chez les souris S. Une étude plus
approfondie de la structure et la densité neuronale du subiculum, par des techniques
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stéréologiques de comptage cellulaire, nous permettra de mieux nous rendre compte de

Iintégrité du subiculum dorsal chez les souris S™.

4.1.8.3 Fornix et dégénérescence axonale

Deux « écoles » de recherche s’opposent quand a l'origine de la mise en place de la
schizophrénie : I'école de la dégénérescence des connectivités cérébrales a I'adolescence et
I'école de I'hypothése neurodéveloppementale. L'école de la neurodégénérescence parle en
faveur d’'une dégénérescence neuronale durant l'adolescence médiée par des défauts
majeurs de plasticité synaptique et de mise en place de connections neuronales. Il se
pourrait donc que la partie post-commissurale du fornix ait dégénéré chez les souris S™.
Sachant que nous avons effectué notre étude sur des animaux adultes, il serait donc
judicieux d’analyser l'intégrité du fornix a des ages périnataux et embryonnaires et de suivre
le développement des neurones du subiculum dorsal afin de voir si la partie post-
commissurale du fornix se développe ou non. La résection chirurgicale de la partie post-
commissurale du fornix chez le rat fut autrefois un modeéle utilisé pour I'étude de la
dégénérescence axonale. Il a été montré, par ailleurs, que la greffe de cellules de Schwann,
les cellules myélinisantes du systéme nerveux périphérique, permettait la repousse des
fibres du fornix et une remyélinisation du tract aprés connexion avec le corps mamillaire
(Stichel et al., 1996). Nous pourrions alors greffer des cellules de Schwann au niveau de la
partie proximale du fornix post-commissural chez les souris S™ et analyser le devenir des

fibres fornicales face a ce stimulus.

4.1.8.4 Croissance axonale et protéines STOP

Nous pensons que les phénotypes axonaux (disparition du fornix, diminutions de la
surface de tracts et chute des marqueurs axonaux) que nous avons observés chez la souris
S™ seraient la conséquence directe d’'une déficience de maturation neuronale médiée par
I'absence des protéines STOP dans ces cellules ou dans les cellules sécrétant les molécules
régulatrices du processus de maturation (facteurs chimioattractifs, molécule de guidance
axonale, prunning et fasciculation axonale). Nous voudrions comprendre pourquoi les
neurones du subiculum, en absence des protéines STOP, sont incapables de projeter leur
axone sur les corps mamillaires. Récemment, il a été montré que la formation de la partie
post-commissurale du fornix était retardée et altérée chez les souris invalidées pour le géne
de la sémaphorine 3%, appelée aussi collapsine (Chauvet et al., 2007). Les effets de la
sémaphorine sur la guidance et la croissance axonale dépendent de I'expression intrinséque
de ses récepteurs : plexine D1 et Neuropiline D1. Par ailleurs, nos études de protéomique en
spectroscopie de masse montrent que la protéine STOP interagit avec plusieurs protéines
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de la famille CRMP (Collapsin Response Mediator Protein). L'une des plus étudiées,
CRMP2, participe a la cascade de signalisation induite par la sémaphorine 3*. Tous ces
éléments suggerent fortement que la protéine STOP participe a la voie de signalisation
Semaphorine/CRMP et régule ainsi la guidance et la croissance axonale des neurones du
subiculum. Nous allons donc dans un premier temps analyser la croissance in vitro des
neurones du subiculum de souris S - Nous pourrons alors déterminer si la protéine STOP a
un effet direct ou indirect sur la croissance axonale des neurones. Dans un deuxiéme temps
nous essaierons de voir si les neurones du subiculum en culture de souris S** et S
répondent de facon identique a la stimulation de la sémaphorine. Nous pourrons alors
approfondir le role des protéines STOP dans le processus de maturation neuronale.
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4.2 Deuxiéme partie : Etude de la neurogenése adulte
chez la souris KO STOP

Les résultats de la premiére partie nous ont permis de montrer clairement que le
cerveau des souris S” souffrait d’'un déficit axonal majeur et d’'une diminution significative de
la plupart des faisceaux axonaux du systéme limbique. Par ailleurs, notre laboratoire a
montré une altération du réseau sérotoninergique chez les souris S” (Vincent Fournet,
communication personnelle) (voir annexe 2). Le nombre de projections sérotoninergiques
visualisées par le transporteur de la sérotonine SERT chute de fagon spectaculaire dans
plusieurs zones du cerveau, dont I'hippocampe et la zone sous ventriculaire (ZSV). Dans ce
contexte, nous avons voulu savoir si la neurogenése adulte pouvait étre altérée dans les
souris S™. En effet, la neurogenése hippocampale adulte est déficiente aussi bien chez les
malades dépressifs que schizophrénes. Les antidépresseurs de la famille des inhibiteurs de
recaptage de la sérotonine stimulent fortement la neurogenése adulte hippocampale. De
plus, le processus de neurogenése adulte est directement régulé par l'activité synaptique
des neurones environnants et semble aussi jouer un rbéle dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation hippocampal-dépendant, eux aussi altérés dans la
schizophrénie (Reif et al., 2006) et chez la souris S (Vincent Fournet, communication
personnelle). Nous avons alors analysé les différentes étapes du processus et ce, dans les
deux zones du cerveau créant de nouveaux neurones a l'dge adulte : la zone sous
ventriculaire/bulbe olfactif ainsi que I’hippocampe. Les travaux d’analyse de la cytogenése et
la neurogenése long terme du BO et du GD, ainsi que I'analyse du systéme sérotoninergique
chez les souris S ont été soumis a publication dans la revue scientifique Journal of
Neurochemistry : « The deletion of the microtubule-associated STOP protein affects the
serotonergic mouse brain network V Fournet*, M Jany*, V Fabre, F Chali, D Orsal, A Schweitzer,
A Andrieux. F Messanvi, B Giros, M Hamon, L Lanfumey, JC Deloulme and MP Martres.* Equal

contribution (voir annexe 2).

Comme nous l'avons vu au cours de lintroduction, la neurogenése adulte est la
continuité des processus de la neurogenése neurodéveloppementale. Par conséquent, les
étapes cellulaires aboutissant a la naissance de neurones chez [l'adulte semblent
équivalentes a celles durant la neurogenese neurodéveloppementale (Alvarez-Buylla et al.,
2001). Ce processus chez l'adulte peut étre aussi un outil permettant d’analyser les
processus de différenciation et de maturation neuronale in vivo. La souris S”" souffrant
d’anomalies de la connectivité neuronale et plus particulierement présentant un déficit

axonal, nous avons décidé d’analyser les différentes étapes de la maturation neuronale a
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travers le processus de neurogenése adulte, ce qui représente alors une alternative

préliminaire moins lourde a I'utilisation d’embryons de souris.

Un bref rappel de l'introduction concerant les différentes étapes de la neurogenése
adulte : Dans la SVZ et la ZSG, la génération de neurones se déroule en plusieurs étapes
cellulaires, séquentielles et similaires (figure 45).

Différenciation E
morphologique
Spécification
Neuroblaste
. & _. =P . — =

Cellule souche Progéniteurs proliférant Neurone immature Neurone mature

Intégration Apoptose
Synaptique fonctionnelle

Prolifération/ cytogenése Migration

Figure 45 : Représentation des différentes étapes et des types cellulaires impliqués dans le processus de la
neurogenése adulte.

Les étapes sont similaires dans le gyrus denté de I’hippocampe et le systeme ZSV/BO. Cependant, les neurones
nouvellement générés sont différents et spécifiques pour chaque zone.

Les astrocytes germinatifs vont se diviser asymétriquement afin de donner un
progéniteur neural a pouvoir prolifératif élevé (cytogenése). Ce progéniteur proliférant, au fur
et a mesure de ses divisions et au contact de facteurs morphogéniques de spécification
neuronale, va donner naissance a des neuroblastes. Ceux-ci, tout en migrant, vont se
différencier en neurones immatures. Une fois arrivés a destination, ils subissent des
maturations morphologiques (pousse neuritique, guidage du cdéne de croissance axonal par
des facteurs chimiotrophes et des molécules d’adhérence) et fonctionnelles (expression des
récepteurs spécifiques aux neurotransmetteurs et réactivité chimique) devenant ainsi des
neurones matures qui pourront s’'intégrer dans les réseaux synaptiques existants (BO et
hippocampe) (Abrous et al., 2005). Une derniere étape déterminante permettra d’éliminer,
par apoptose fonctionnelle, les neurones matures incapables de s’intégrer aux réseaux

neuronaux.

421 La souris KO STOP, un outil pour étudier I'expression de

STOP dans les zones de neurogenése adulte

Afin de savoir si 'absence de la protéine STOP pourrait avoir un impact sur la
neurogenése adulte, nous avons pensé a analyser les différentes étapes de la neurogenése

adulte des deux régions du cerveau ainsi que I'expression de la protéine STOP au cours de
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ce processus. Au sein de notre laboratoire, différents anticorps spécifiques de la protéine
STOP ont été générés. La révélation immunohistochimique de STOP (en rouge, figures 46A
et 46B) ne nous permet pas de marquer les corps cellulaires des neurones granulaires du
gyrus denté ni des zones CA1, CA2 et CA3. En effet, la protéine STOP est essentiellement
retrouvée au niveau des neurites, notamment dans les axones des neurones granulaires du
gyrus denté appelés aussi fibres moussues (figures 46A et 46B). Il est donc impossible, par
cette technique, d’apparenter un prolongement neuronal a son corps cellulaire et ainsi savoir

quelles cellules expriment la STOP (figures 46A et 46B).
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Figure 46 : Etude de I'expression de STOP dans I'hippocampe par immunohistochimie dans la souris S**
et par te/st enzymatique de la 3-galactosidase, géne rapporteur sous le promoteur de la STOP, dans la
souris S™-.

A : Marquage de la protéine STOP par immunohistochimie, dans une souris S”*, a I’aide de I’anticorps 23N
(coloration rouge). Observation au microscope optique, grossissement x12. GD : gyrus denté, CA : corne
d’Ammon, CC : corps calleux, Ctx : cortex, fi : fimbria. B : Grossissement x3 du gyrus denté a partir de ’image
A. gr: couche granulaire. C : Détection de 1’activité B-galactosidase dans I’hippocampe d’une souris ™~ par
réaction enzymatique au X-gal (coloration bleue). Observation au microscope optique grossissement x16. D :
Grossissement x4 du gyrus denté a partir de I’'image C.

Les souris S™" et S ont été génétiquement modifiées en remplacant la séquence du
gene stop par la séquence du géne de la [-galactosidase. L'expression de la R-
galactosidase chez ces souris est donc sous le contréle du promoteur de la N- et E-STOP.
Une cellule capable d’exprimer les protéines N- et E-STOP exprimera la R-galactosidase
chez les souris S et S". Dans les neurones S™ et S, la R-galactosidase reste
essentiellement cytoplasmique et localisée au niveau du corps cellulaire (trés peu de
diffusion dans les neurites). Grace a cet outil, nous pouvons visualiser les corps cellulaires
des cellules capables d’exprimer la protéine STOP. Les figures 46C et 46D montrent que la
coloration X-gal, révélant la présence de la R-galactosidase, est largement présente dans
'hippocampe. Les neurones pyramidaux de la corne dAmmon ainsi que les neurones

granulaires du gyrus denté sont intensément bleus, montrant que la protéine STOP est
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largement exprimée dans ces populations neuronales. Par contre, cette technique ne nous
permet pas d’analyser quels types cellulaires expriment la STOP car elle n’est pas adaptée a
la réalisation de doubles marquages. Il faut donc pour cela utiliser 'immunofluorescence,
technique qui permettra de révéler de fagon plus fine et précise la R-galactosidase et les
marqueurs spécifiques de chaque type cellulaire, a I'aide de double et triple marquages.

4.21.1 Analyse de I'expression de la R galactosidase dans la zone sous

granulaire et la couche granulaire du gyrus denté

Dans le gyrus denté de l'hippocampe, les cellules souches et les progéniteurs se
situent au niveau d’'une couche nommée ZSG qui est localisée entre la couche granulaire
(caractérisant les neurones « en grain ») et I'hilus du gyrus denté (ou se concentrent des
cellules gliales et moussues). Cette ZSG peut étre facilement différenciable de la zone
granulaire puisque les cellules se trouvant dans la ZSG présentent un noyau marqué
intensément par I'Hoechst, plus compact et plus petit que les neurones de la couche
granulaire (figure 47a). Ces cellules correspondent aux astrocytes germinatifs, progéniteurs

en cours de prolifération et aux neuroblastes.

Dans le gyrus denté, la R-gal est essentiellement présente dans les corps cellulaires
des cellules en grain de la couche granulaire mais absente de I'hilus et la ZSG (figure 47b).
Nous pouvons remarquer deux types d’expression bien distincts de la R-galactosidase.
D’une part, dans la zone supérieure adjacente a la ZSG, le marquage de la R-galactosidase
trés intense est réparti de fagon homogéne dans les corps cellulaires. D’autre part, dans les
couches supérieures de la zone granulaire, le marquage plus faible est principalement
ponctiforme (figure 47b). Cette répartition marque un gradient d’expression de la [-
galactosidase dans le gyrus denté.
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Figure 47 : Analyse du patron d'expression de l1a 8 -galactosidase dans la zone germinative du gyrus denté
de I'hippocampe, chez la souris ™.

SGZ : zone sous granulaire, GL : zone granulaire, -gal : B-galactosidase. a : marquage des noyaux des cellules
du gyrus denté par Hoechst. b : répartition de la B-galactosidase dans le gyrus denté de 1’hippocampe. c:
Analyse de I’expression de la B-galactosidase dans les neurones matures et immatures (cellules NeuN"). d :
Analyse de I’expression de la B-galactosidase dans les neuroblastes (cellules DCX"). e : Analyse de I’expression
de la B-galactosidase dans les cellules GFAP" : cellules souches neurales de la ZSG (™). €’ : encart de e sur une
cellule souche neurale et mise en évidence de son prolongement spécifique GFAP™ (»). fet g: Analyse de
I’expression de la B-galactosidase dans les progéniteurs proliférant de la zone sous granulaire du gyrus denté
(cellules Mash1™).
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Les cellules R-gal” se trouvant dans la zone granulaire sont toutes des cellules NeuN"
(figure 47c). NeuN est une protéine nucléaire qui est spécifiquement exprimée par les
neurones immatures et matures. La protéine cytosquelettique DCX est un marqueur
transitoire exprimé principalement par les neuroblastes (progéniteurs neuronaux) mais aussi
par les neurones immatures (Walker et al., 1999). La combinaison d’expression de NeuN et
DCX caractérise donc les neurones immatures. Nos triples marquages ont clairement
démontré que les neurones immatures DCX/NeuN" et matures DCX/NeuN" expriment la B-
galactosidase (figures 47c et d). Cependant, les neuroblastes DCX'/NeuN se situant
principalement dans la zone sous-granulaire, sont en majorité dépourvus de R-galactosidase
(figures 47d et d’). Le patron d’expression de la R-galactosidase correle tres fortement a celui
de NeuN, suggérant que la protéine STOP est exprimée dans les neurones immatures

comme matures.

Les astrocytes germinatifs se situent au niveau de la ZSG, ont une morphologie
d’astrocytes radiaires et présentent un prolongement GFAP® qui traverse les couches
granulaires du gyrus denté. Les figures 47e et 47¢’ (fléeches blanches) nous montrent bien
que les corps cellulaires des astrocytes radiaires sont dépourvus de R-galactosidase. Par
ailleurs, des cellules exprimant le facteur de transcription Mash1, caractérisant les

progéniteurs proliférant, sont eux aussi dépourvus de R-galactosidase (figures 47f et g).

L’analyse du patron d’expression de la STOP dans le gyrus denté de I'hippocampe est
récapitulée dans la figure 48. Les astrocytes germinatifs, les progéniteurs proliférant ainsi
que les neuroblastes ne semblent pas exprimer de protéine STOP. Cette protéine apparait
assez tardivement dans la neurogenése adulte hippocampale puisqu’elle est exprimée
seulement par les neurones immatures et matures. La protéine STOP semble apparaitre au
méme moment que NeuN, ce qui laisse penser quelle pourrait étre impliquée dans les

processus de maturation neuronale adulte.
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Figure 48 : Représentation schématique du patron d'expression de la protéine STOP dans les différents
types cellulaires impliqués dans la neurogenése adulte du gyrus denté de 1'hippocampe.

GFAP: glial fibrillary acidic protéin, DCX : double cortine X, NeuN : neuron nuclear protein. GFAP, Mash 1,
DCX et NeuN sont les marqueurs utilisés pour caractériser les différents types cellulaires représentés.

4.2.1.2 Analyse de l'expression de la R galactosidase dans la zone sous
ventriculaire et dans le bulbe olfactif

Dans la ZSV, zone du cerveau qui borde le troisieme ventricule, les cellules souches
neurales (précurseurs primaires) et les progéniteurs se situent au niveau des couches
adjacentes au ventricule bordé par les cellules épendymaires (ayant pour rdle de brasser le
liquide céphalo-rachidien) (figures 49a, b et c). Nous avons analysé le patron d’expression
de la B galactosidase (R-gal), premierement dans la zone sous ventriculaire latérale, ou se
forment les neuroblastes, puis dans le bulbe olfactif ou ils finissent leur migration et leur
différenciation neuronale. Il n’y a strictement aucune immunoréactivité de la R-galactosidase
dans la zone sous ventriculaire : les neuroblastes DCX" n’expriment pas la B-galactosidase
(figures 49c et e). En revanche, nous pouvons observer que les neurones du striatum, région

adjacente a la ZSV, expriment la [ galactosidase (figures 49d, e et f). Nous nous sommes
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Figure 49 : Analyse du patron d'expression de la 3-galactosidase dans la zone sous ventriculaire et le
bulbe olfactif chez 1a souris ™.

a : Localisation schématique de la ZSV sur coupe coronale de cerveau. b : marquage des noyaux des cellules de
la ZSV par Hoechst. ¢ : localisation des neuroblastes dans la ZSV (cellules DCX"). d : localisation des neurones
du striatum. e : répartition de la B-galactosidase dans la ZSV. f: analyse de I’expression de la B-galactosidase
dans les neurones du striatum (cellules NeuN") et des neuroblastes de la ZSV (cellules DCX"). g-n : images
confocales d’immunofluorescence de la B-galactosidase (verf) et des interneurones granulaires et
périglomérulaires NeuN" (rouge) de coupes coronales de bulbe olfactif d’animaux S™. L’expression de la B-
galactosidase est restreinte aux tracts axonaux provenant de 1’émergence des axones des neurones de
I’épithélium olfactif. Un grossissement des glomérules du bulbe olfactif montre 1’absence de -galactosidase au
sein des interneurones périglomérulaires (k-n, tétes de fleche). Gl : glomérule, Mi : couche de cellules mitrales,
Gr : couche granulaire, 5-gal : B-galactosidase, cc : corps calleux, s¢r : striatum, sep : septum.
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intéressés aux deux populations neuronales produites chez I'adulte dans le bulbe olfactif que
sont les neurones granulaires et périglomérulaires. Dans le BO, les corps cellulaires de ces
deux types de neurones ne présentent aucune immunoréactivité pour la R galactosidase
(figures 49h, i et j). En revanche, nous observons une immunoréactivit¢ pour la R-
galactosidase au niveau des glomérules du bulbe olfactif, zone regroupant les faisceaux
d’axones des neurones de [I'épithélium olfactif qui viennent connecter les neurones
périglomérulaires (figures 49j, m et n) (Richard et al., 2009). Contrairement a ce qui est
observé dans le gyrus denté, la protéine STOP n’est jamais exprimée par les neurones
néoformés du bulbe olfactif adulte.

422 Analyse de la neurogenése adulte du bulbe olfactif chez les
souris KO STOP

4.2.2.1 Etude de la cytogenése dans la zone sous ventriculaire

Nous avons mesuré la cytogenese (prolifération des progéniteurs proliférant) en
injectant dans les souris, un marqueur de prolifération, la bromo-déoxy-uridine (BrdU)
détectable par immunohistochimie. La figure 50Aa montre que la densité de cellules BrdU"
(marquage marron) est élevée, nous avons donc délimité un espace identique pour toutes
les coupes de cerveau dans lequel les cellules BrdU™ ont été comptabilisées. Les cellules
BrdU" se concentrent au niveau de la ZSV du mur ventriculaire. Le comptage des cellules
BrdU" dans la ZSV, aprés deux jours d’injection (figure 50Ad), nous indique qu’il N’y a pas de
différence significative entre les trois groupes d’animaux (souris S**: 106 cellules BrdU*, n =
5; souris S* : 98 cellules BrdU*, n = 4 ; souris S” : 100 cellules BrdU"*, p > 0.05, n = 4).
Ainsi, la cytogenése de la ZSV n’est pas altérée chez les souris S et S*.
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Figure 50 : Analyse de la neurogenése adulte de la zone sous ventriculaire (ZSV) des souris sauvages S™)

et invalidées (S7).

A : a: Marquage des cellules BrdU" dans la ZSV sur coupe coronale de cerveau d’animal S* au bout de deux
jours d’injections biquotidiennes de BrdU. Observation au microscope optique X60. CC : corps calleux, 3™ ¥ :
3" ventricule. b : Localisation schématique de la ZSV sur coupe coronale de cerveau. ¢ : Schéma représentatif
de la localisation des cellules souches neurales (bleu), progéniteurs proliférant (vert) et neuroblastes (rouge) dans
la ZSV. LV : ventricule latéral, E : cellules épendymaires. d : Histogramme des comptages de cellules BrdU"
dans la ZSV d’animaux S”"et S™. B : Analyse du nombre de neurones in fine nouvellement générés dans le
bulbe olfactif. a: Marquage au Hoechst des noyaux des cellules de la zone granulaire du bulbe olfactif. ¢ :
Marquage des neurones de la zone granulaire (verr). b : Marquage des cellules BrdU nouvellement générées
(rouge, tétes de fleche blanches) dans la zone granulaire du bulbe olfactif, 6 semaines apres injection de la BrdU.
d: Ces cellules BrdU" se différencient en interneurones matures NeuN" (vert, tétes de fléche blanches). e :
H}stogramme des comptages de cellules BrdU"/NeuN" de la zone granulaire du bulbe olfactif d’animaux S*"et
S™.
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4.2.2.2 Neurogenése et survie des neurones néoformés de la zone sous

ventriculaire

La cytogenése n’étant pas affectée chez les souris S, nous avons analysé le taux de
neurones néoformés dans le bulbe olfactif. Les neuroblastes nouvellement générés migrent
le long de la RMS et atteignent les bulbes olfactifs ou ils vont migrer de fagon radiaire dans
la zone granulaire (interneurones granulaires) et dans les zones périglomérulaires
(interneurones périglomérulaires) (figure 50B). Pour des raisons techniques et statistiques,
nous avons comptabilisé les neurones néoformés uniquement dans la zone granulaire. En
effet, cette zone est anatomiquement plus facile a identifier que les zones périglomérulaires.
Par ailleurs, la proportion de neurones granulaires néoformés est beaucoup plus importante
que celle des zones périglomérulées. Pour cela nous avons utilisé la technique de chasse de
BrdU et comptabilisé les neurones granulaires 6 semaines aprés injection, période
nécessaire a l'intégration de neurones néoformés dans le bulbe olfactif (Abrous et al., 2005).
Ces neurones nouvellement générés dans la zone granulaire sont facilement détectables
grace a la BrdU et a leur expression de la protéine neuronale NeuN (cellules BrdU*/NeuN",
figures 50Bb et 50Bd). Les comptages du nombre de neurones BrdU*/NeuN" dans la zone
granulaire du bulbe olfactif indiquent qu’il n'y a aucune différence significative entre les
souris S et S™ (figure 50Be, souris S"* : 135 cellules BrdU*/NeuN" pour 10* cellules
granulaires, n = 6 ; souris S : 130 cellules BrdU*/NeuN" pour 10* cellules granulaires, n = 4,
p > 0,5). Ces résultats indiquent que les étapes de neurogenése tardive du bulbe olfactif
adulte ne sont pas altérées chez la souris S™. Par ailleurs, une gliogenése est associée a la
neurogenése adulte, permettant la création de cellules gliales dans la zone granulaire du
BO. Nous avons aussi analysé le taux de cellules gliales (BrdU*/S100B") nouvellement
générées et il n’y a, la aussi, aucune différence significative (résultats non exposés en

figure).

Dans le systtme ZSV/BO, nous n’observons aucune altération du processus de

neurogenése adulte.

4.2.3 Analyse de la neurogenése adulte hippocampale chez les
souris KO STOP

4.2.3.1 Analyse de la cytogenése dans la zone sous granulaire du gyrus denté

Nous avons utilisé deux fonds génétiques différents de souris pour cette étude. En
effet, 'étude a débuté sur des souris de fond génétique 129/Balbc qui provenaient de la
génération F2. Ce fond génétique n’était pas homogéne puisque la délétion de la protéine
STOP n’était transmise que par la souche 129 (matériel et méthodes, A1). Par ailleurs, les
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souris S™ appartenant a ce fond génétique présentaient la plupart du temps une rupture du
genou du corps calleux (souvent décrit chez les souris de fond 129), ce qui compliquait
considérablement I'analyse histologique de leur cerveau. Le laboratoire a donc décidé de
continuer ses études sur un nouveau fond génétique de génération F1, 50% 129 et 50%
C57BI6, ne présentant pas ces anomalies du corps calleux. Nous présenterons donc les
résultats pour les deux fonds génétiques.

Le siége de la cytogenése hippocampale se situe dans la zone sous granulaire du
gyrus denté (ZSG). Aprés deux jours d'injection de BrdU, les cellules BrdU" (fleches vertes,
figures 51A et 51B), chez les souris S**, se retrouvent principalement regroupées sous
forme de « cluster », qui caractérise la division clonale des astrocytes germinatifs (voir
grossissement d’un « cluster » figure 51A). Quelques cellules demeurent aussi isolées. Pour
les souris S™, en revanche, les « clusters » semblent moins abondants et le nombre de
cellules composant le « cluster » plus faible que chez les souris S”* (figure 51B). Nous
retrouvons beaucoup plus de cellules isolées dans le gyrus denté des souris S que dans

+H+

celui des souris S”". Le comptage des cellules BrdU" dans le gyrus denté de I'hippocampe

++

des souris S, S*" et S” confirme bien cette différence dans les deux fonds génétiques
utilisés (figures 51C et 51D). En effet, nous observons une réduction significative de 35% du
nombre de cellules BrdU" de I'hippocampe des souris S™ par rapport aux souris S”* du fond
génétique 129/Balbc (figure 51C : S™ : 647 cellules BrdU" par gyrus denté, n =7 ; S : 998
cellules BrdU*, n = 8, p < 0.01). Les souris S” du fond génétique 129/C57BI6 présentent
aussi une diminution significative de 33% du nombre de cellules BrdU" dans I'hippocampe,
par rapport aux souris S”* (figure 51D : S™" : 51 cellules BrdU" par gyrus denté, n =6 ; S™*:
34 cellules BrdU", n = 9, p < 0.03). Cette réduction révéle donc une déficience dans le

processus de cytogenése du gyrus denté chez les souris S™".
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Figure 51 : Analyse de la prolifération des cellules souches et progéniteurs proliférant dans la ZSG du
gyrus denté et dans 1'hilus de souris sauvages (S™*) et invalidées (S”) par immunohistochimie

A : Marquage des cellules BrdU" dans le gyrus denté de I’hippocampe sur coupe coronale de cerveau d’animal
S™*. Observation au microscope optique X50. GD : gyrus denté, Encart noir : cluster, *: cellules BrdU", A :
Cellules souches et progéniteurs proliférant. B : Marquage des cellules BrdU  dans le gyrus denté de
’hippocampe sur coupe coronale de cerveau d’animal S”. 4 : Cellules souches et progéniteurs proliférant, A :
Astrocytes. C : Histogramme des comptages de cellules BrdU" dans la ZSG du gyrus denté d’animaux S™"et S™
de fond génétique 129/Balbc. D : Histogramme des comptages de cellules BrdU" dans la ZSG du gyrus denté
d’animaux S™* et S de fond génétique 129/C57BI6. E : Représentation rostro-caudale du nombre moyen de
cellules BrdU" de la ZSG de chaque coupe utilisée d’hippocampe de souris S et S” 129/C57Bl16.* : p < 0,05,
**p < 0,01, *** p <0,005.

En revanche, la diminution de 25% du nombre de cellules BrdU" observée chez les
souris S”" n’est pas significative (souris S*": 816 cellules BrdU" par gyrus denté, n = 4, p >

0.05, résultats non exposés en figure). La cytogenése du gyrus denté des souris S™" est,

+H+

certes, plus faible que celle des souris S*" mais cette différence ne nous permet pas de
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de cellules BrdU+ en fonction de la coupe coronale d’hippocampe forme un pic avec un
maximum sur la coupe correspondant au bregma 1.69 (figure 51E). Chez les souris S™, ce
pic se trouve fortement affaissé sur toute sa largeur, montrant une réduction globale et non

locale du nombre de cellules BrdU+.

Aprés deux jours de traitement a la BrdU, nous avons pu observer que d’autres
cellules incorporaient la BrdU dans des zones limitrophes au gyrus denté, notamment dans
I'hilus (figure 51B). De nombreuses études ont démontré que ces cellules correspondent a
des précurseurs de cellules gliales (Steiner et al, 2004). Nous avons donc décidé d’analyser
ce processus afin de voir s'il était modifié chez les souris S”. Il semble n’y avoir aucune
différence significative dans ce processus entre les souris S”*, S” et S (S"*: 154 cellules
BrdU" par hilus, n = 6 ; S : 164 cellules BrdU", n = 4 et S": 133 cellules BrdU", n = 4, p >
0.05, résultats non exposés en figure). La gliogenése de I'hilus du gyrus denté n’est donc
pas altérée chez les souris S™".

Ces résultats indiquent que les souris S ne présentent pas daltération de la
cytogenese de la ZSV et de la prolifération des cellules gliales de I'hilus. En revanche, la
cytogenese est spécifiqguement altérée au niveau du gyrus denté de 'hippocampe des souris
s™.

4.2.3.2 Dosage du BDNF dans I'hippocampe

Les cellules souches et les progéniteurs proliférant du gyrus denté n’exprimant pas de
protéine STOP, nous pensons que I'absence de la protéine STOP au niveau du gyrus denté,
entrainerait la mise en place d’'un environnement cellulaire des progéniteurs non permissif a
leur prolifération. Nous avons vu auparavant que la cytogenése était finement régulée par
une multitude de facteurs extrinséques, comme I'activité des neurones environnants, les
mécanismes de plasticité synaptique, les neurotransmetteurs mais aussi certains facteurs de
croissance et de survie comme le BDNF. Le BDNF est un facteur neurotrophique important
pour I'hippocampe puisqu’il régule a la fois la prolifération des cellules souches et des
progéniteurs et la survie des neurones en cours de maturation via I'expression de son
récepteur, trkB. De plus, I'action du BDNF semble étroitement liée a la neurotransmission
sérotoninergique (Neckameyer, 2010). Ainsi la sérotonine et le BDNF agissent généralement
en synergie et l'altération de 'un entraine une dysfonction de I'autre (Deltheil et al., 2009). II
semble par ailleurs que la transmission sérotoninergique soit altérée dans le cerveau des
souris S™, nous pensons alors qu’'une déficience de la voie de signalisation BDNF pourrait

étre a l'origine de la réduction de cytogenése hippocampale chez la souris S™.
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Figure 52 : Dosage du BDNF dans I'hippocampe de souris sauvages (S"*) et invalidées (S7) par la
technique d'ELISA.
Hi/stogre}nnne représentatifs de la moyenne de la quantité de BDNF dans I’hippocampe dorsal et ventral de souris
S7et ST,

Nous avons donc analysé la quantité de BDNF présente dans 'hippocampe de souris
S et S™ par la méthode ELISA. Les résultats préliminaires obtenus indiquent qu'il n’y a
aucune différence significative dans la quantité de BDNF entre les souris S** et S™ (figure
52 :S**: 2,25 pg/mg de protéines, n =4 ; S : 2,13 pg/mg de protéines, n = 4). Bien que ces
résultats ne soient que préliminaires, il ne semble pas qu’une diminution des quantités de

BDNF soit a I'origine de la réduction de la cytogenése hippocampale.
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Figure 53 : Analyse du nombre in fine de neurones nouvellement générés dans le gyrus denté de souris
sauvages (S"") et invalidées (S™)

A : Image confocale mettant en évidence une cellule nouvellement générée BrdU' (rouge) dans la zone
granulaire (b) se différenciant en neurone mature (téte de fleche) et exprimant le marqueur NeuN (ver?) (c, d).
B : Représentation rostro-caudale du nombre moyen de neurones granulaires BrdU"/ NeuN" de souris S™ et S
nouvellement générés, de chaque coupe d’hippocampe utilisée.* : p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,005. C:
Histograr/nme d/es comptages de cellules BrdU"/ NeuN" dans la zone granulaire du gyrus denté d’hippocampe de
souris S”" et S™.
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4.2.3.3 Neurogeneése et survie des neurones néoformés du gyrus denté

Nous avons vu auparavant que la premiére étape de la neurogenése adulte
hippocampale était spécifiquement altérée dans I'hippocampe. Nous avons voulu donc
savoir si 'altération de la cytogenése était accompagnée d’une diminution du nombre de
neurones néoformés dans le gyrus denté. Pour cela, nous avons, comme pour le bulbe
olfactif, comptabilisé le nombre neurones BrdU*/NeuN®, six semaines aprés injection. En
analysant chaque coupe coronale d’hippocampe, nous observons un profil de neurogenése
trés similaire a celui de la cytogenése (figures 53B et 51E). Chez les souris S™, le pic de
neurogenése est fortement affaissé sur toute sa largeur, comme pour la cytogenese (figure
53B). Globalement ces résultats indiquent une réduction significative de 55% du nombre de
neurones néoformés dans le gyrus denté des souris S™ (figure 53C: S**: 340 cellules
BrdU*/NeuN*, n = 4; S” : 154 cellules BrdU*/NeuN*, n = 4 ; p < 0,05). Sachant qu’une
gliogenése est associée a la neurogenése adulte hippocampale nous avons comptabilisé le
nombre de cellules gliales néoformées S100B*/BrdU*. Le résultat de ce comptage n’indique
aucune différence significative entre les animaux S** et S™ (résultats non exposés). La
réduction de neurogenése n’est donc pas compensée par une augmentation de la

gliogenése chez les souris S™.

4.2.3.4 Etude de la différenciation et de la maturation morphologique des
neuroblastes du gyrus denté

Ces résultats nous indiquent que plusieurs étapes de la neurogenése adulte
hippocampale sont altérées chez la souris S”. Cependant, la diminution de 33% de la
cytogenése ne peut pas entrainer, a elle seule, la réduction de 55% du nombre de neurones
nouvellement générés. Il y a donc slrement d’autres étapes de la neurogenése adulte qui
sont altérées. L’addition de ces altérations progressives permettraient alors d’obtenir une
telle perte de neurones au niveau du gyrus denté, comme observé chez les souris S™.
Sachant que la protéine STOP, au sein du gyrus denté, est exprimée par les neurones en
cours de maturation, les protéines STOP pourraient avoir un rdle intrinséque dans la
différenciation des neurones en cellules de grain matures. Il est donc important d’analyser
les étapes intermédiaires de la neurogenése adulte afin de déterminer quelles sont les
déficiences qui viennent s’ajouter progressivement a l'altération de la cytogenése. Nous
pourrons alors approfondir I'implication de la protéine STOP dans la neurogenése adulte

hippocampale.
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Figure 54 : Analyse du nombre de neuroblastes (DCX") et neurones immatures néoformés dans le gyrus
dénté de souris sauvages (S”") et invalidées (S™).

A : Marquage des cellules DCX" dans le gyrus denté de 1’hippocampe sur coupe coronale de cerveau d’animal
S™*. Observation au microscope optique X20. cg : couche granulaire, cm : couche moléculaire. B : Marquage des
cellules DCX" dans le gyrus denté de I’hippocampe sur coupe coronale de cerveau d’animal S™. Observation au
microscope optique X20. La densité de cellules DCX" est significativement réduite chez les souris S. C :
Représentation rostro-caudale du nombre moyen de cellules DCX " de souris S et S”nouvellement générés, sur
chaque coupe d’hippocampe utilisée.* : p < 0,05, ** : p <0,01. C : Histogramme de la moyenne des comptages
de cellules DCX" dans la zone granulaire du gyrus denté d’hippocampe de souris S et S™°.

Entre la cytogenése et la maturation finale des neurones du gyrus denté a I'dge adulte
(neurogenese long terme) se déroulent la maturation morphologique et fonctionnelle des
neurones immatures et I'apoptose terminale. Nous avons vu auparavant que la spécification
neuronale ne semblait pas déficiente puisque la réduction du nombre de neurones créés
n‘est pas accompagnée d'une augmentation de la gliogenése. Nous allons analyser le
nombre de neuroblastes et de neurones immatures en comptabilisant le nombre de cellules
exprimant la Doublecortine (DCX). La DCX est une MAP qui est exprimée transitoirement
par les neuroblastes et les neurones immatures en cours de migration (cellules de types D1,
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D2, et D3) (Gleeson et al., 1999; Friocourt et al., 2003). Elle est impliquée dans le transport
intracellulaire des vésicules, la dynamique des microtubules, l'adhésion cellulaire et
l'interaction MT/actine. Durant le développement, elle participe aux processus de migration

neuronale mais aussi d’expansion neuritique.

La population cellulaire DCX" retrouvée dans le gyrus denté de I'hippocampe englobe
les trois types de neuroblastes (figure 23). Il est impossible de distinguer morphologiquement
ces trois classes simplement par des marquages immunohistochimiques. La densité des
cellules DCX* dans la ZSG des souris S” semble plus faible, comme l'indiquent les figures
54A et 54B. En effet, le comptage des corps cellulaires DCX* nous indique une réduction
significative de 40% du nombre de neuroblastes et de neurones immatures (figure 54D, S™* :
145,05 cellules DCX*, n = 4, S™ : 89,3 cellules DCX", n = 3, p = 0,005). Le profil du nombre
de cellules DCX" des souris S** et S™ selon 'axe antéropostérieur de I'hippocampe est
équivalent a ceux observés pour la cytogenese et la neurogenese (figures 54C, 53B et 51E).
Cette perte de 40% de cellules DCX" est une valeur intermédiaire entre les valeurs de la

cytogenese (33%) et celle de la neurogenése (55%).

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé la complexité de larborisation
dendritique des cellules DCX" présente dans la couche moléculaire du gyrus denté. D’aprés
la littérature, ces prolongements dendritiques DCX" appartiennent aux neurones immatures
de type 3. Pour cette étude, nous avons tout d’abord comptabilisé le nombre de
prolongements DCX" a trois niveaux du gyrus denté (figure 55A et matériel et méthodes).
Ces comptages nous indiquent que quelque soit le niveau de coupe analysé, le nombre de
prolongements est spécifiquement et significativement réduit de 22% au niveau 1 chez les
souris S” par rapport aux souris S”* (figure 55Ba, p < 0,01). Ce niveau correspond a
l'interface entre la couche granulaire et la couche moléculaire. En observant plus en détail
les embranchements dendritiques des neurones immatures sur la figure 55A, nous pouvons
remarquer une nette différence de morphologie entre souris S** et S : en effet, les

+/+

neurones des souris S™" ont déja commencé a développer une arborisation trés dense au
sein de la couche granulaire alors que les dendrites primaires des neurones des souris S
ne sont toujours pas ramifiés. Ce constat nous a alors ammenés a analyser le profil
d’arborisation dendritique de ces neurones au niveau de la couche moléculaire. Pour cela,
nous avons calculé des rapports entre le nombre de prolongements au niveau 2 et au niveau
1, puis entre le nombre de prolongements au niveau 3 et au niveau 2. L’analyse des ratios
nous indique que la quantité de branchements dendritiques des neurones de souris S**
reste homogéne (figure 55Ca : S** : ratio niveau 2/niveau 1 : 95%, figure 55Cb : ratio niveau
3/niveau 2 : 80%, n = 4), alors qu’il y a une prolifération dendritique significativement tres
importante au niveau 2 dans les neurones des souris S™ (figure 55Cb, S : ratio niveau
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2/niveau 1 : 135%, p < 0,001, n = 3). Ces données suggérent que les neurones immatures
des souris S”" auraient une morphologie dendritique trés différente de celle des souris S**.

En effet, il semblerait que les neurones immatures des souris S” aient un dendrite primaire

plus long et un arbre dendritique plus branché que les neurones de souris S**
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Figure 55 : Analyse du nombre et de la persistance des prolongements dendritiques des neurones
immatures du gyrus denté de souris sauvages (S"") et invalidées (S™).

A : schématisation de la technique de comptage du nombre de branchements des cellules DCX" des souris S7 et
S™ sur 3 niveaux : niveau I : limite couche granulaire/couche moléculaire, niveaux 2 et 3 : lignes imaginaires
séparant en 3 parties égales la couche moléculaire du gyrus denté. B : Histogrammes représentatifs du nombre de
prolongements DCX" sur le niveau 1 (a), niveau 2 (b) et le niveau 3 (c). C : Histogrammes représentatifs de la
persistance des prolongements entre les niveaux 2 et 1 (a) et entre les niveaux 3 et 2 (b), pour chaque coupe de
cerveau de souris S et S”. La persistance est calculée en effectuant le rapport entre le nombre de

prolongements au niveau 2 et nombre au niveau 1 ou bien le rapport entre le nombre de prolongements au niveau
3 et le nombre au niveau 2.
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4.2.3.5 Analyse de la différenciation morphologique des neurones néoformés

par infection rétrovirale

L’augmentation de I'arborisation dendritiques des neurones immatures DCX" chez les
souris S”" suggére fortement une morphologie différente chez ces neurones. Ces différences
d’arborisation peuvent traduire une altération dans les étapes de différenciation et maturation
morophologique de ces cellules. Afin de suivre ces étapes, nous avons commencé a
développer les techniques dinfection rétrovirale des cellules souches/progénitrices de la
ZSG. Le rétrovirus pQCXIP- GFP dont nous nous sommes servis est un virus & ARN",
réplicatif (figure 57A) qui est capable d’infecter spécifiquement les cellules en cours de
division. Ainsi, une fois injecté par chirurgie stéréotaxique dans la ZSG du gyrus denté, le
virus va aller infecter de fagon spécifique les cellules souches et les progéniteurs proliférant.
Il utilisera ensuite sa rétrotranscriptase afin de synthétiser un ADNc a partir de son ARN, afin
de s’incorporer dans I’ADN de sa cellule héte. Ainsi, une cellule infectée exprimera de fagon
constitutive la GFP et sera facilement détectable en microscopie a fluorescence parmi les
autres cellules. Vu que le génome viral s’'incorporera de fagon irréversible (identique a un
rétrotransposon), toutes les cellules descendant d’'une cellule souche infectée (neuroblaste,
neurone ou astrocyte) exprimera aussi la GFP.

o Infection rétrovirale de culture de neurones primaires d’hippocampe de souris

Avant d'utiliser le virus sur animal vivant, nous avons voulu vérifier la spécificité
d’infection de notre rétrovirus. Nous avons alors infecté une culture primaire de neurones
d’hippocampe total, agée de 24 heures, d’embryons de souris E17.5 avec la suspension

rétrovirale.

Nous voyons tout d’abord que 24 h post-infection, aucun neurone exprimant la 8 IlI
tubuline n’est infecté (figures 56A, 56C, 56D et 56F). La GFP n’est exprimée que par des
cellules morphologiquement indifférenciées (figures 56A et 56D, fleches blanches),
exprimant des marqueurs de cellules progénitrices et de cellules souches que sont RC2
(Nestine) et NG2 (marqueurs de progéniteurs oligodendrocytaires) (figures 56B, 56C, 56E et
56F).

A une semaine de culture, la GFP se retrouve trés majoritairement dans les astrocytes
GFAP* (figures 56G et 56l, fleches blanches) et dans quelques neurones B Ill tubuline®
(figures 56G et 561, fleches jaunes). Aprés deux semaines de culture, nous pouvons voir

apparaitre des oligodendrocytes MBP* exprimant la GFP (figures 56J, 56K et 56L).
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[ sem

GFP/GFAP 2 sem 2 sem

Figure 56 : Analyse, par immunofluorescence, du patron d'infection du rétrovirus-GFP d'une culture
primaire d'hippocampe d'embryons de souris a différents temps post-infection.

A-F : analyse par immunofluorescence du type de cellules GFP™ () au bout 2 jours (2J) d’infection. GFP :
Green Fluroscent Protein ; NG2 : caractérise les précurseurs oligodendrocytaires ; RC2 : Radial glial Cells 2,
antigéne exprimé par les cellules souches neurales ; tub III : tubuline III, spécifique des neurones matures ;
Merge : superposition des 2 images. G-I : analyse par immunofluorescence du type de cellules GFP™ (/) au bout
d’une semaine (/ sem) d’infection. GFAP : Glial Fibrillary Acid Protein, spécifique des astrocytes (/) ; () :
neurones exprimant la GFP. J-L : analyse par immunofluorescence du type de cellules GFP™ (/) au bout 2
semaines (2 sem) d’infection. MBP : Myelin Basic Protein, spécifique des oligodendrocytes.
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Ces résultats nous confirment donc I'efficacité de notre rétrovirus a infecter uniquement
des cellules souches/progénitrices, capables de se différencier ensuite en neurones,
astrocytes et oligodendrocytes matures.

o Infection rétrovirale des cellules souches/progénitrices de la zone sous

granulaire

Nous avons effectué des injections stéréotaxiques intracraniennes de rétrovirus au
sein du gyrus denté droite et gauche de souris S** et S™ (figure 57B), et suivi le devenir des
cellules infectées (exprimant la GFP) aprés 2 et 4 semaines d’infection, période a laquelle,
durant le processus de neurogenése adulte, se produit la différenciation des neuroblastes en

neurones immatures puis matures.

A deux semaines post-infection rétrovirale, les cellules du gyrus denté exprimant la
GFP, présentent un corps cellulaire rond et émettent un prolongement traversant la couche
granulaire du gyrus denté, typiques de neuroblastes en cours de maturation (figure 57Ca).
Elles se trouvent juste a la jonction entre la ZSG et la couche granulaire et expriment toutes
la DCX, montrant qu’elles sont déja spécifiées au devenir neuronal (figure 57Cb). Nous
pouvons aussi observer que les cellules GFP*, a 2 semaines d’infection, n’expriment que
tres rarement NeuN (figure 57Cc). A quatre semaines d’'infection, correspondant en fait a la
fin de la phase de maturation morphologique des neurones en grain, certaines cellules GFP"
présentent un corps cellulaire en forme de grain, ainsi qu’'une fine arborisation s’étendant
jusqu’a la couche moléculaire du gyrus denté, faisant penser a un neurone granulaire
différencié. En effet, nous pouvons voir dans les figures 57Da et 57Db que la plupart de ces
cellules n’expriment plus la DCX mais NeuN. Ces cellules GFP* sont donc des neurones
granulaires matures. Malgré un nombre insuffisant de souris, nous avons quantifié le nombre
de cellules GFP*/NeuN*/DCX" et GFP*/NeuN*/DCX" a 4 semaines post-infection chez les

+/+

souris S** et S”. Sur les 12 cellules GFP* analysées chez les souris S™*, 5 cellules
présentent une immunoréactivité pour DCX (figure 57E) alors qu’aucune cellule DCX'/GFP*
n’est détectable chez les souris S” (figure 57E). Ces résultats, tout a fait préliminaires, nous

indiquent qu'il pourrait y avoir une précocité de la maturation neuronale chez les souris S™".
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pacxip Y
7.2kb

Stul (3227)

2 semaines

o | 4 semaines

NeulN NeuN/DCX Gliales
WT (n=4) 11,75+/-1,6 (47) 1,9+/-0,9 (5) 6,3+/-0,8 (25)
KO (n=3) 10,7+/-3,5 (32) 0(0) 6,3+/-3,9 (19)

Figure 57 : Etude de la cinétique de la maturation des neurones immatures néoformés dans le gyrus denté
des souris sauvages (S*") et invalidées (S”) par infection rétrovirale-GFP.

A : cartographie de la séquence génomique du rétrovirus utilisé. B: photographie représentative du site
d’injection stéréotaxique du rétrovirus, par de ’encre de chine (N), dans le gyrus denté. gd : gyrus denté, CA3 :
Corne d’Ammon 3, CA/ : Corne d’Ammon 1. C: a-c : analyse par immunofluorescence des types cellulaires
infectés (GFP") aprés 2 semaines d’infection rétrovirale stéréotaxique des animaux. cg : couche granulaire ; / :
hilus ; GFP: Green Fluorescent Protein, DCX : Double Cortine X, spécifique des neuroblastes et neurones
immatures ; NeuN : Neuronal Nuclear protein, spécifique des neurones immatures et matures. D : a et b : analyse
par immunofluorescence des types cellulaires infectés (GFP") aprés 4 semaines d’infection rétrovirale
stéréotaxique des animaux. E : tableau récapitulatif des comptages préliminaires du nombre de neurones
immatures (GEP"/NeuN"/DCX") et matures (GFP'/NeuN"/DCX’) retrouvés dans la zone granulaire aprés quatres
semaines d’infection rétrovirale des animaux S™* et S™.
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Cependant, cette premiére étude ne nous permet pas d'effectuer une analyse
morphométrique du réseau dendritique des neurones néoformés. En effet, le niveau
d’expression de la GFP dans la plupart des cellules, a I'exception de I'image montrée dans
les figures 57Da et b, ne permet pas une visualisation compléte du réseau dendritique.
Comme le montre la figure 57Da et b, l'immunoréactivité de la GFP se restreint
principalement au corps cellulaire. Nous avons méme [limpression que lintensité
d’immunoréactivité a diminué entre deux semaines et quatre semaines. Il nous faudra, pour
les prochaines études rétrovirales, utiliser un rétrovirus dont I'expression de la GFP est
beaucoup plus robuste dans le temps.

4.2.4 Discussion

La neurogenése a fait I'objet de nombreuses recherches chez les patients et les
modeéles murins atteints de troubles comportementaux apparentés a la schizophrénie et la
dépression. La schizophrénie est souvent caractérisée comme une maladie de la
connectivité et de la maturation neuronale. Nous avons vu dans la premiére partie que les
souris S™" souffraient d’'un important déficit axonal renforcé par I'absence de la partie post-
commissurale du fornix, une des voies majeures de sortie de I'hippocampe. De plus, les
données obtenues sur les neurones sérotoninergiques projetant sur le gyrus denté nous
indiquent une tres forte réduction du nombre de fibres sérotoninergiques dans le gyrus denté
des souris KO STOP. Or, de nombreuses études ont montré I'implication de la sérotonine
dans la régulation de la neurogenése adulte. Par ailleurs, la neurogenése adulte joue un réle
dans I'apprentissage et la mémoire hippocampe-dépendant, déficients chez les souris S™.
Tous ces arguments nous ont ammenés a analyser la neurogenése adulte dans les souris
KO STOP. Nos résultats montrent clairement une altération spécifique de la neurogenése
hippocampale adulte corrélant avec les défauts de connectivité synaptique et les troubles
comportementaux des souris S”. Par ailleurs, nous avons pu montrer une forte association
entre lI'expression de la protéine STOP et laltération des étapes de différenciation
morphologique des neurones immatures néoformés de 'hippocampe. L'absence de défauts
de la neurogenése sous ventriculaire, qui elle, est dépourvue de protéine STOP, renforce
'hypothése du réle direct de la protéine STOP dans les processus de maturation des
neurones en grain du gyrus denté. Dans un deuxiéme temps, nous avons focalisé notre
étude sur les différentes étapes de différenciation et maturation morphologique des neurones
néoformés du gyrus denté, en développant des techniques de tragage rétroviral.

Par ailleurs, la connectivité neuronale entre les régions du cerveau des souris S™
semble donc altérée. En outre, ce phénoméne dépend finement de la qualité de la

maturation neuronale. Nous avons utilisé le processus de neurogenése adulte afin de
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comprendre quels pourraient étre les déficiences de maturation neuronale qu’aurait la souris
S7, et par la méme occasion, approfondir le rdle des protéines STOP dans les processus de

maturation neuronale.

4.2.41 Cytogenése hippocampale et régulations extrinséques

La prolifération des cellules progénitrices diminue de 30% environ chez les souris S™
et ce, quelque soit le fond génétique utilisé (129/Balbc et 129/C57BI6). Par ailleurs, les
cellules progénitrices du gyrus denté sont dépourvues de protéines N- et E- STOP. Nous
pouvons émettre plusieurs hypothéses concernant I'impact de I'absence de STOP sur la
déficience de régulation extrinséque de la cytogenése hippocampale des souris S™. Tout
d’abord, la réduction de la cytogenése pourrait provenir d’'une diminution du nombre de
cellules souches chez les souris S”. Or, nous avons comptabilisé le nombre de clusters de
cellules BrdU+ (correspondant en fait a la division clonale d’'un progéniteur) sur les coupes
utilisées pour l'analyse de la cytogenése, et le nombre de ces clusters reste équivalent entre
les deux génotypes. L’absence de STOP dans les souris S” pourrait aussi rendre
I'environnement cellulaire et moléculaire des cellules souches/progéniteurs du gyrus denté
non permissif a leur prolifération. Des recherches ont révélé que certaines voies de
signalisation impliquées dans I'activation de la prolifération de ces cellules étaient souvent
dérégulées dans des modéles animaux de schizophrénie (De Ferrari and Moon, 2006;
Lachman et al., 2007; Toro and Deakin, 2007). Nous savons aussi que les processus
impliqués dans la plasticité synaptique (LTP des collatérales de Shaeffer, LTP des fibres
moussues), I'activité hippocampale ainsi que la signalisation glutamatergique, tous altérés
chez la souris S” (Brun et al., 2005; Andrieux et al., 2006), potentialisent la prolifération des
cellules souches (Bruel-Jungerman et al., 2006; Joo et al., 2007). Par ailleurs, les facteurs
trophiques comme le BDNF, Ia sérotonine et les neurotrophines ont aussi un effet positif sur
la cytogenése (Abrous et al., 2005). Nous savons que le nombre de fibres sérotoninergiques
est réduit au niveau du gyrus denté de I'hippocampe et dans la ZSV des souris S™". Par
ailleurs, nous avons montré que la neurogenése adulte de la ZSV, aboutissant a la
naissance de neurones au niveau du bulbe olfactif, n’était pas déficiente chez la souris S™".
De plus, les cellules impliquées dans le processus de neurogenése olfactive sont toutes
dépourvues de protéines STOP. Ceci laisse penser que la sérotonine et la protéine STOP
n’interviendraient pas dans la régulation de la neurogenése adulte olfactive. Dans le gyrus
denté, il pourrait en étre autrement : nous savons que la sérotonine a un effet potentiel dans
la régulation de la prolifération des astrocytes germinatifs du gyrus denté adulte alors que
son rble dans la ZSV reste encore controversé (Abrous et al., 2005). Le fait que la

neurogenése adulte hippocampale soit altérée dans les souris KO STOP et associée a
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'absence a la fois de STOP et de la signalisation sérétoninergique dans cette région pourrait
suggérer que la protéine STOP jouerait un réle médiateur dans la voie de régulation de la
sérotonine sur la neurogenése adulte.

Nous avons aussi vu que la quantité de BDNF au sein de I'hippocampe des souris S™

+/+

n’était pas significativement différente des souris S™*. Cela n’enléve pas I'éventualité d’'une
dysfonction de la voie BDNF. Il serait alors judicieux d’analyser son intégrité en dosant, par
western blot par exemple, les quantités de GSK3p, une protéine adaptatrice impliquée a la
fois dans la voie de signalisation BDNF et de la sérotonine (Deltheil et al., 2008; Kriegebaum
et al., 2010), mais aussi des récepteurs au BDNF, Trk B. Nous pourrions aussi étudier le
transport neuritique des récepteurs Trk B dans les neurones en grain et les cellules
progénitrices ainsi que leur maturation (phosphorylation des récepteurs nécessaire a leur
ancrage dans la membrane plasmique). Notre laboratoire a montré trés récemment, lors
d’une étude préliminaire, que la maturation des récepteurs Trk B de neurones hippocampaux

de souris S™ en culture était déficiente (Laetitia Peris, communication personnelle).

Nous pensons fortement que la baisse de cytogenése ne soit pas seule responsable
de la diminution de la neurogenése in fine. En effet, nous montrons que le processus de
neurogenése hippocampale est progressivement altéré au fur et a mesure des étapes. Si la
diminution du nombre de neurones néoformés provenait seulement de la baisse de
cytogenése, nous aurions 30% de neurones néoformés en moins au niveau du gyrus denté.
Or nous en avons presque 55% en moins. Afin de vérifier la capacité des cellules souches a
se diviser et a donner des neurones, nous pourrons alors, effectuer des cultures, in vitro, de
ces cellules. Il est, en effet, possible de cultiver des cellules souches neurales in vitro en
utilisant un cocktail spécifique de facteurs de croissance. Ces unités de prolifération sont
appelées neurosphéres. Ces neurosphéres sont aussi capables de se différencier en
neurones et astrocytes, comme dans le gyrus denté. S'il y a réellement une déficience de
'environnement cellulaire des cellules souches neurales dans le gyrus denté, cultiver des
neurosphéres et les faire différencier serait un moyen de « by-passer » les déficiences
extrinseques et d’analyser réellement l'intégrité du processus (et voir s'il y a des déficiences

intrinséques).

4.2.4.2 Maturation neuronale, protéines STOP et stabilisation microtubulaire

Nous avons ensuite montré que chez la souris S”, le nombre de neuroblastes (DCX")
en cours de différenciation diminuait de 40%. Ceci peut s’expliquer soit par une
différenciation plus précoce qui réduirait alors le temps d’expression transitoire de la DCX
dans ces cellules, soit par une mort neuronale des neuroblastes plus importante. En effet, le
devenir naturel des neuroblastes est la mort cellulaire (40% des neuroblastes néoformés
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sont voués a mourir) (Kempermann et al., 2004b; Kempermann et al., 2004a). Seuls les
neuroblastes fonctionnels et répondant aux facteurs trophiques pourront maturer et
s’'intégrer. Afin de vérifier que cette diminution du nombre de neuroblastes n’est pas due a
une apoptose plus importante, nous allons appliquer la technique du TUNEL combinée a un
marquage des cellules DCX" et comptabiliser ainsi le taux d’apoptose des neuroblastes chez
les souris S”* et S,

L’hypothése que nous soutenons actuellement serait un défaut de maturation des
neuroblastes, ce qui expliquerait la diminution de 55% du nombre de neurones néoformés
chez la souris S™. En effet, nous avons analysé le profil dendritique de ces neuroblastes au
sein de la couche moléculaire du gyrus denté et les dendrites de ces neurones immatures
semblent plus branchées chez les souris S™". L’analyse du patron d’expression des protéines
STOP des neuroblastes, neurones immatures et matures du gyrus denté montre que les
neuroblastes DCX" n’expriment pas la protéine STOP. La protéine STOP est cependant
retrouvée dans les cellules DCX" exprimant faiblement la protéine NeuN" (spécifique des
neurones immatures et matures), indiquant que la protéine STOP apparait dans les
neurones en cours de maturation. Un neuroblaste est considéré comme un neurone
immature dés qu’il a développé son dendrite primaire. Ainsi la diminution du nombre de
cellules DCX* observée chez les souris S™ et le fait que leur arbre dendritique soit plus
développé nous fait penser a une précocité de maturation neuronale (en tout cas
morphologique). Cette hypothése est de plus confortée par les résultats préliminaires
obtenus sur la cinétique de maturation des neuroblastes effectuée par infection rétrovirale
des cellules progeénitrices. Nous avons comptabilisé le nombre de neurones immatures
(GFP*/NeuN’/DCX") et de neurones matures (GFP/NeuN'/DCX’) aprés 4 semaines
d’infection des cellules souches, période qui correspond a la phase de maturation neuronale.
Alors que chez les souris sauvages nous retrouvons a la fois des neurones matures et
immatures, chez les souris S” nous n'avons comptabilisé aucun neurone immature
(DCX'/GFP"). Cette étude est préliminaire et demande & étre validée sur un nombre plus
important d’'animaux, afin d’effectuer un test statistique. Nos résultats vont donc en faveur
d’'une maturation précoce des neurones chez les souris S”. Nos résultats pourraient étre
complémentés par une étude plus poussée de I'architecture neuritique des neurones
néoformées de souris S”". Nous avons un outil trés efficace pour effectuer ce travail qui est le
rétrovirus que nous avons utilisé pour la cinétique de maturation des neurones en formation.
Cependant, I'expression de la GFP semble s’amoindrir au fur et a mesure des semaines et il
est difficile d’analyser l'architecture entiere d’un neurone aprés 6 semaines d’infection
rétrovirale. La GFP reste dans le corps cellulaire du neurone et n’est que peu transportée

dans les neurites. Il nous faudra donc utiliser un autre rétrovirus dont I'expression de la GFP
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sera plus stable. Avec un marquage GFP nous pourrions alors analyser I'architecture
axonale et dendritique des neurones immatures en microscopie confocale et effectuer des
statistiques qui appuieraient les observations architecturales (nombre d’épines dendritiques,
forme des épines, longueur de la dendrite primaire, nombre d’embranchements, longueur
axonale, nombre de ramifications axonales). Il sera aussi judicieux d’analyser I'architecture
des fibres moussues. En effet, ces fibres correspondant aux axones des neurones
granulaires qui viennent connecter les dendrites des neurones de la CA3, sont le centre de
nombreuses études visant a montrer leur implication dans les troubles de la mémoire et
'apprentissage observés chez les patients schizophrénes (Kobayashi, 2009). De plus, il a
été montré au laboratoire que les neurones hippocampaux en culture présentaient une
polarisation axonale précoce (Jacques Brocard, communication personnelle). L'analyse de
l'intégrité du compartiment axonal des neurones en formation nous renseignerait alors sur

I'implication de la protéine STOP dans le développement axonal et dendritique.

L’analyse des différentes phases de la NGA chez la souris S” nous permet, d’une
fagon indirecte, d’approfondir le rdle de la protéine STOP dans le processus de maturation
neuronale. Nous pourrions alors, a l'aide d’un rétrovirus éteindre I'expression de la protéine
STOP dans les cellules progénitrices hippocampales de souris sauvages (séquences
d’ARN interférents spécifiques des STOP incluses dans la séquence génomique rétrovirale)
et ainsi analyser ces différentes phases. De la méme maniére, nous pourrions rétablir
I'expression de la protéine STOP dans les cellules progénitrices de gyrus denté de souris S™
. Ces deux expériences nous permettraient de mieux appréhender, d’'une part, le réle
intrinséque des protéines STOP dans la maturation neuronale, et d’autre part, I'implication

de I'environnement extrinséque S™ dans la régulation des phases de maturation neuronale.

Afin de savoir si l'altération de la NGA proviendrait d’'une déstabilisation microtubulaire
médiée par I'absence de la protéine STOP, nous pourrions alors traiter des souris sauvages
et S aux épothilones D et analyser ensuite la maturation des neurones hippocampaux.
Cette molécule est reconnue pour stabiliser les microtubules et diminuer certains des

troubles positifs chez les souris S” (Andrieux et al., 2006).

4.2.4.3 Survie neuronale et plasticité synaptique

Nous avons aussi vu que le nombre de neurones néoformés dans le gyrus denté des
souris S™, in fine, était diminué de 55%. Ceci nous indique que s'il y a une réelle maturation
précoce des neurones, elle serait cependant délétaire. Il est d’ailleurs connu que la plasticité
synaptique des dendrites des neurones du gyrus denté est déficiente chez les souris S™
(Andrieux et al., 2002). Au moment de la maturation fonctionnelle des neurones en grain,
leur survie est compétitive et dépend de leur capacité a la fois réagir aux stimuli environnants
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en émettant des potentiels d’actions, et a la fois exprimer des sous unités de récepteurs
spécifiques, comme la sous unité du récepteur au glutamate NR; (Tashiro et al., 2006). Afin
de savoir si les neurones nouvellement générés souffriraient, chez la souris S™, de défauts
synaptiques, il faudrait procéder a une analyse électrophysiologique de ces neurones a I'aide
de techniques comme le patch clamp combiné a une infection rétrovirale du gyrus denté afin

de distinguer les nouveaux neurones des anciens.

4.2.4.4 Neurogenése adulte et schizophrénie

L'étude de la neurogenése adulte hippocampale fait partie d'un projet visant a
déterminer l'origine et les conséquences des défauts de neuroplasticité hippocampale dans
la mise en place de la physiopathologie des souris S™. En fait, nous voudrions savoir si la
neurogenése adulte pourrait participer aux défauts de plasticité synaptique observés chez

ces souris.

S’il est maintenant bien établi que les antidépresseurs stimulent la neurogenése
hippocampale, l'effet des neuroleptiques reste encore controversé. Afin d’approfondir
I'éventuel réle de la NGA dans la mise en place de la physiopathologie des souris S™ et/ou
dans la déficience des processus de plasticité synaptique hippocampale, il serait judicieux de
traiter, a long terme, les souris S aux neuroleptiques et antipsychotiques (halopéridol,
rispéridal...) ou effectuer des ECT (électrochocs, connus pour stimuler la NGA) et observer
I'éventuel retour a la normal d’'une ou des phases de la NGA. Dans le cas ou les traitements
auraient un effet positif sur la NGA, il faudrait aussi analyser a quel moment se fait
I'atténuation des symptémes comportementaux et des défauts de plasticité synaptique par
rapport au retour a la normal de la NGA. Nous pourrions alors déterminer le niveau
d’implication de la NGA dans la mise en place de la physiopathologie des souris S™.
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5 Conclusion générale

Un des axes majeur de notre laboratoire est I'étude de la mise en place de la
physiopathologie de la schizophrénie a travers la compréhension de l'origine des troubles
comportementaux présentés par le modéle murin de schizophrénie, développé au
laboratoire, la souris KO STOP (S”). Nous avons montré que la réduction du volume
cérébral des souris S” était la conséquence d’une diminution drastique du neuropil axonal et
de la substance blanche. Ces résultats ont été accentués par la mise en évidence pour la
premiere fois, dans notre modéle animal, d’un phénotype cellulaire majeur qu'est la
disparition totale de la partie post-commissurale du fornix, un tract myélinisé faisant partie du
systeme limbique, dont la surface est aussi diminuée chez les patients schizophrenes
humains. Nos résultats de tragage du fornix chez ces souris ne nous ont pas encore permis
de comprendre si cette absence est d’origine neurodégénérative ou neurodéveloppementale,
mais dénotent cependant des troubles de connectivités neuronales importants. Nous
pensons fortement que I'absence de ce tract chez ces souris serait due a une altération du
processus de croissance neuritique directement reliée a I'absence de la protéine STOP.
Comprendre alors l'origine de ce phénotype nous permettrait de mieux appréhender le réle
des protéines STOP dans la maturation neuronale et par la méme occasion l'origine des

troubles de connectivité retrouvés dans la schizophrénie.

Nous avons le moyen d’analyser, dans le cerveau adulte de rongeur, les différentes
étapes de la maturation neuronale a travers le processus de neurogenése adulte
hippocampale, qui permet la création de neurones a I'dge adulte. Ce processus semble
aussi jouer un réle dans les processus d’apprentissage et de mémorisation, qui sont, par
ailleurs, altérés chez les patients schizophrénes. Nous avons démontré une altération
progressive du processus de neurogenése adulte chez la souris S’ aboutissant & une
diminution massive du nombre de neurones néoformés. Sachant que la protéine STOP
apparait dans les neurones en cours de maturation, I'effet cumulatif suggére un réle
intrinséque des protéines STOP dans la différenciation des neurones des cellules en grain
du gyrus denté de I'hippocampe. Nous avons montré que la maturation morphologique des
neurones en grain pourrait se faire plus précocement chez les souris S™ et aboutirrait, au

final, a la création de neurones déficients.

Cette étude a donc permis de conforter le statut de modéle animal de schizophrénie
des souris S en mettant en évidence pour la premiére fois dans un modéle murin, un
phénotype cellulaire majeur retrouvé aussi chez les patients schizophrénes humains. Dans
ce contexte, il apparait que la souris S” est un bon modéle expérimental pour déterminer les

bases cellulaires de la perte de masse cérébrale et de la neurogenése adulte associées aux
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symptémes schizophréniques. Ce travail ouvre aussi de nombreuses hypothéeses sur le réle
des protéines STOP dans la maturation neuronale (guidance axonale et maturation

morphologique) et plus généralement dans la mise en place des connectivités neuronales.
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