N
N

N

HAL

open science

Etude de ’expression de ’homéoprotéine Engrailed dans
I’hippocampe et de ses effets sur la complexité
dendritique

Asma Soltani

» To cite this version:

Asma Soltani. Etude de I'expression de ’homéoprotéine Engrailed dans ’hippocampe et de ses effets
sur la complexité dendritique. Médecine humaine et pathologie. Université René Descartes - Paris V,

2014. Francais. NNT': 2014PA05T006 . tel-01124327

HAL Id: tel-01124327
https://theses.hal.science/tel-01124327
Submitted on 6 Oct 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01124327
https://hal.archives-ouvertes.fr

>

VERSITE

l\jA'RIS'DE‘S‘CfARTES Université Paris Descartes

m

s

0,
%
o
P\
o

<ORB,
> } /X
- p

These

Pour obtenir le grade de

Docteur de ’Université Paris Descartes
Discipline : Sciences de la vie

Présentée et soutenue publiquement par

Asma SOLTANI

Le 25 février 2014

Etude de I’expression de ’homéoprotéine Engrailed dans
I'hippocampe et de ses effets sur la complexité

dendritique

Devant un jury composé de :

Directeur de thése : Olivier STETTLER, Professeur (Université Paris Est Créteil)
Président de jury : Thierry GALLI, DR1 (Université Paris Diderot)

Rapporteur : Alain TREMBLEAU, Professeur (Université Pierre et Marie Curie)
Rapporteur : Dominique MULLER, Professeur (Université de Genéve)
Examinateur : Florence MASCHAT, DR2 (Universit¢ Montpellier I)

Examinateur : Frangois DARCHEN, DR2 (Université Paris Descartes)




A mes parents.



REMERCIEMENTS

Me voici arrivée au moment, tant attendu, d’écrire les remerciements, j espére n’oublier personne.

Je remercie vivement les membres du jury qui me font 'honneur d’accorder leur attention et leur
expertise a ce travail. Merci au D" Thierry Galli d’avoir accepté de présider ce jury. Je remercie P*
Dominique Miiller et le P* Alain Trembleau d’avoir accepté d’évaluer mon travail de thése et d’en étre

les rapporteurs, ainsi que le D" Florence Maschat pour avoir accepté le role d’examinatrice.

Je remercie chaleureusement mon directeur de these, le P* Olivier Stettler, sans qui ce travail n’aurait pu
se faire. Merci de m’avoir accompagnée durant ces trois années a travers les phases, loin d’étre toutes
faciles, de la thése. A ton contact j’ai énormément appris — bien plus que les nombreuses expressions
idiomatiques que tu aimes tant ! Merci pour ton optimisme a toute épreuve, ton enthousiasme, ta
patience, ton souci de la pédagogie, et la confiance que tu m’as accordée pour mener ce travail. Un

directeur aussi disponible et investi, c’est loin d’étre la norme, j'ai eu de la chance et je ' en remercie.

Merci au D Frangois Darchen de m’avoir accueillie au sein du laboratoire et de son équipe. Je te

remercie pour ta disponibilité, ton souci permanent de la cohérence, ta rigueur et ta sympathie.

A Olivier et Francois, merci d’avoir relu avec attention ce manuscrit, d’y avoir consacré du temps ;

j aurais appris jusqu’au bout !

Je remercie chaleureusement les P* Jean-Claude Chottard et Philippe Ascher dont la persévérance
a permis la création de la Filiere Médecine Sciences au sein de I'Université Paris-Descartes, qui m’a
permis cette bifurcation vers la recherche dés ma deuxieme année d’études de médecine et d’enrichir

ma formation médicale. Je remercie également tous les professeurs de la filiére.

Merci a Mylene Bisson pour ton dévouement ta bienveillance et ta gentillesse. Je remercie tous mes
camarades de la filiére Médecine Sciences et de 'Ecole de 'INSERM pour leur soutien et les discussions

toujours enrichissantes. Un merci particulier a Gabriella, Timothée et Skerdi !

Jaimerais remercier tous nos collaborateurs, les D Marcel Lauterbach et Marc Guillon pour les
nombreuses heures passées dans la piece du fameux STED et les belles images d’épines dendritiques,
ainsi qu’a leur équipe dirigée par D’ Valentina Emiliani. Merci aux D" Vivien Chevaleyre et Rebecca
Piskorowski, pour leur expertise et leur sympathie. Merci au futur D* Giulia Zunino pour les
interminables comptages d’épines dendritiques, sa bonne humeur et sa gentillesse ainsi qu’au P* Yuri
Bozzi. Merci aux D' Rajiv Joshi, D" Alain Joliot, D Julia Fuchs, D* Ken Moya et P* Alain Prochiantz
pour leur expertise et les nombreuses discussions, ainsi que leur accueil durant les deux mois que j’ai

passés au College de France dans leur laboratoire.

Mes remerciements vont aux membres de I'équipe « Dynamique Membranaire et Maladies
Neurologiques » : au D" Claire Desnos pour ton expertise, ton humour, ta disponibilité et les nombreuses
discussions scientifiques ou non ; a Nathanaél Larochette qui m'a aidée a trouver mes marques au

laboratoire et a mettre au point les capricieuses cultures primaires, merci pour ton sens de '’humour



et ta patience face a ma maladresse ; a D" Isabelle Franget, merci pour ton efficacité. Merci également
aux futures D' Zahra Jaffal et D* Dany Khamsing, ainsi qu’a Soléne Lebrun, mes adorables collégues
de bureau, pour les cafés, les restau’ japonais, votre précieux soutien, les longues soirées passées au

laboratoire, les fous rires, les coups de blues et tout le reste.

Je remercie les autres membres de 'unité UMR8192 : D' Bruno Gasnier responsable de I'équipe
« Transporteurs Intracellulaires » pour ta bienveillance, les nombreuses discussions scientifiques, et tes
conseils ; Carole Sens, merci pour ton soutien, ta gentillesse et ton efficacité, ta bienveillance avec moi
qui remplissait si mal les bons de commande et les fiches de mission ; Cécile Debacker pour tes conseils
toujours avisés et ta compétence ; Seana O’Reagan pour ton soutien, ta joie de vivre communicative
et les longues discussions le dimanche au laboratoire ; Caroline Bertrand pour ta disponibilité et ta
bonne humeur ; le futur D* Adrien Jézégou pour les discussion théoriques autour de la vie de thésard ;
le futur D Xavier Leray pour les discussion autour de Iélectrophy et pour m’avoir fait découvrir le

gateau a la praline ; merci enfin au D" Christine Anne, a Christophe Ribes et a Eli Berda.

A mes co-externes a 'hopital Sofia, Tiphaine et Thomas, merci pour les cafés et les discussions autour
de la médecine, de 'ECN et autres charmantes perspectives, votre soutien dans la derniere ligne droite
m’a été précieux.

Merci au Ministere 'Enseignement Supérieur et de la Recherche pour ma bourse de these, a

I’ Association France Alzheimer pour le financement de nos projets.

« Call it a clan, call it a network, call it a tribe, call it a family. Whatever you call it, whoever you are,

you need on »

J. Howard

Ces remerciements ne seraient pas complets sans un mot pour les amis dont le soutien a été précieux :
le futur D* Rima Seddiki pour m’avoir soutenue et encouragée sans cesse, Saida et Ghofran ainsi que
ma seconde famille, la famille Ben Bdira de m’avoir supportée pendant la période mouvementée de
Pécriture. A tous les autres qui ont été 1a durant ces trois années et dont le soutien a été précieux :
Khaoula A., Khaoula B., Emina, Eya, Hayette, Leila, Fatiha, Maya, Abderahmene, Anissa, Nour,
ainsi que Jamila B. et Samia D., les moments passés a Initiatives et Changements ont été de véritables

bouffées d’air frais.

A mes sceurs : Chayma grace a qui Word n’a plus aucun secret pour moi, Nougayba pour les sms
d’encouragements et Mimi pour le soutien moral et les blagues. A mes adorables petits fréres Rayen
et Idris pour qui les mots stubby et spines ne sont plus des mots « bizarres », je vous pardonne pour le

boucan.

Last but not least, merci a mes parents, votre soutien est sans faille ; y compris lorsque jai fait des
choix qui vous paraissaient incompréhensibles, il n’a pas faibli. Merci de m’avoir transmis la passion
d’apprendre sans cesse. Enfin, votre courage et votre combat pour votre pays et votre liberté sont une
source inépuisable d’inspiration. Je termine en disant merci @ ma mamie qui, méme a des centaines de

kilometres, a été I'un de mes plus grands soutiens.



TABLE DES MATIERES

L INEPOAUCHON. ... bbb 1
I. Mise en place de I’architecture dendritique du NEUIONE .........ceveueuriuciricerireicireciriceee et 2
1. Les acteurs de 1a dendritOZENESe .......c.occuvveueiiueiicinicieiiciecitcieieieieiessese ettt sesecsees 2
AL Le CYLOSQUELELE ...ttt 5

B. Les RNOGTPASES ..ottt 6

Co L BDINF ..ottt ettt bbbt 6
D. Les facteurs de transCriPtion .......occeueeeercceueieirirceeietsir ettt ettt seeen 7

2. Role de I'arborisation dendritique dans la propagation des signaux excitateurs............cceceuue.. 12
IL. LES SYTAPSES...uiuiiiiiiiiciiiit it 15
Lo GENETALILES ...ttt 15
A. Les synapses excitatrices glutamatergiques ..........cceeeurecuemreeeinecrnicreeneenrierneesenesesseesssesensenes 15

B. Les cellules inhibitrices GABA-eIIQUES .........ccouuiuiiiiiiiiciiiiee s 16
C. Les synapses inhibitrices GABA-€IZIQUES ........cccvueurmniueiniciniciriieciieieeencieseesseseseeesessesenene 18

2. Les épines dendritiques, support de la plasticité synaptique .........coccveuveueieinerriercrnereercereenienne 19
A. Description morphologique et classifiCation..........cocccueeeuereeeinecrnicieieerecrneeeceeseeseeesenenes 19

B. Description des constituants moléculaires des épines dendritiques..........ccceveeeerecrrercerereucnnee 22

a. La densité post-SYNaPIQUE.......cceveuriceriieeinieeiiecieieieieeeireesene et ese s sacsesaesenseees 22

b. Le spinosquelette et ses réGUIateUrs ........covuveuiuiuercineirieiciireeeiee e seaesaens 25

C. Morphogenese des épines dendritiqUes .........cocccueecermreueinecinicieiieeinieeeeceeesseseseeesessesenene 34

a. Le modele de SOtElo ...t 34

b. Le modele de Miller/Peters ..o sesssssseens 34

C. Le modele fllopodial .......c.oueeeiieeinieciriciricicircicisiciecieteicneesee ettt 35

d. Vers un modele de spinogenese UNifié..........coocueuveueuriucinicrnincuemieenicirieseeesenseeesseeesenesenenes 37

D. Dynamique des épines dendritiques dans la plasticité synaptique ..........ccccoeeceuvcuvereeccrrerrennnnce 38

a. Les différentes formes de plastiCité ...........coveeueuriririnieieier ettt 38

i. La plastiCité & COUTt-TEITNE ....c.veueeuceieceeicicirici ettt seae 38

ii. La plasticité @ Long-Terme .......ccoueuvieuriiueiiiciriciricreiecieicte ettt seae 39

LA LTP ettt ettt e e e 39

LA LTD ittt e 40

1. La MEtAPLASTICILE. ... ..euveeceiececicecireictre ettt sttt 42

iv. La plasticité homeEoStatiqUe........couueuvueueiiueiriciricieiecitctcee ettt seae 43

b. Le role de la plasticité morphologique des épines dendritiques .........ccocuveeucuncuvicrncrreennnces 43

i. Influence du volume de la téte d’une épine dendritique........ccocceuvecurercueerecirencrrincrcenecnnee 43

ii. Changements morphologiques de la téte de I’épine dendritique et LTP ou LTD........... 44

iii. Changements morphologiques induits par I’apprentissage ...........ccocoeureerrevcurencrerneeennee 44

c. Plasticité des différents types d’épines dendritiques..........c.ceeeuveureuriernerrienneeneinieencnnensiennes 45

i. La plasticité des épines thint €t MUSHTOOM ......c.cuvueeeueeeereiiereeeeeees ettt 45

ii. La plasticité des épines STUDDY .........c.oucueuveueericirieieineciseeeieee et seae 47

d. Les acteurs de la plasticité des épines dendritiqUues..........cceeecueecueuniciricerinereinecrnecineceenenes 48

i. Le role du spinosquelette dans la plastiCité.........coceveueurecerireerireieenieirieicreereeseeeeeseienene 48

ii. Distribution des organites au sein des épines dendritiques .........c.ccceeeurecrrecrrencrcrneennne 49

iii. Synthese protéique locale dans la plastiCité...........coceuveuviurieinernieivcrneiriccnerieecene 49

iv. Trafic des protéines MemMbIaNAITes..........ccoceurureriieeeirerieeeeeereceetets ettt eeeeaens 50

v. La matrice extracellulaire..........cccucueunieiciniinieiciicceeecteenc e 50

vi. Les cellules gliales : un role actif dans la plasticité des épines dendritiques................... 52



III. Les pathologies affectant I’arborisation dendritique et les épines dendritiques..........ccceveueureucnnce. 53

1. La SChIZOPRIENIE ...ttt ettt es 55
2. La maladie d’AlZReImeT ........cococuriiiiiiciicircciccr ettt es 56
3. Les Troubles du Spectre Autistique (TSA) c..ouviveeeeeririririeieieirireeieieistseceietetst et ssseeaenes 59
A. Les TSA : symptomes et COMOIDIAItES ........cuvueurmiuerriucrrieirieieiecircieeeeereesseeseeeaeeeee e eaesenenes 59
B. Mécanismes moléculaires et modeles animauX........ccccocvvrieiiciriiiciniice 60
C. L’autisme et les anomalies des épines dendritiqUes .........cceuecueeeeeurecrrencrernceeenecinecereeeeeneenene 62
D. L’autisme et les anomalies de la traduction...........ccccvciiciiciniiinciiccccces 63
E. Le déséquilibre inhibition/excitation dans I’autisme...........cccccoeuviceiviiririncininicincniiecrceees 64
E Le syndrome de I'X Fragile ... 64
IV. L’homéoprotéine Engrailed dans la plasticité neuronale..........cccocevceiricrnincrnncencinecincenecnnne 66
1. Généralités : de ’homéoboite & ’homéoprotéine........c.coevvveeuerrinininccieinrincceerceeeseceeieens 66
2. L’homéoprotéine ENGrailed..........coceoviueuicurincieiniciniciniceiccisecteeeieeesessescsseese e ssesesseaessescses 67
3. Expression cérébrale d’Engrailed au cours de I'embryogeneése et a I’age adulte...........ccecueunce. 68
A. Structure d’ENgrailed ..ottt 69
B. Engrailed, facteur de transcription .........cccoceeecueunieeiciniinieiciieeiceseeesesseeseessessesessessessesensens 70
a. Fonction et localisation sub-cellulaire..........ccoucuevvcueinecinicuninceiccnecriceeeeeeecseeceeeeseeeees 70
b. GENES CIDLES......ooviieii s 72
C. Engrailed, facteur de tradtiction .........c.ccceuceinicericerinccineccieceeeceeseeeiesesessese e sesenene 74
A ROJE dPEIFAE........ooiiii s 74
b. Engrailed dans le guidage axonal..........ccoccuriiueiniciniciniccnicnecrececeeictseeieee e eaeees 75
c. Engrailed dans la maladie de Parkinsomn ...........cccecceiviciniciniciinicinicinicecciccccieicieienes 76
4. Engrailed, une molécule de signaliSation ........c.ccoceueeeureecurecurinceeinieiricncececsecsseeseeseeseecaeeseees 76
AL InternaliSation ... 76
Bl SECTETION ...ttt e 77
C. L7eXEMPLE A OX2 ..ottt ettt ettt ettt sttt ettt et s 77
5. Role des homéoprotéines dans la morphogenese et plasticité neuronales...........cccoeeeurecureceruncnne 79
6. Engrailed, géne de susceptibilité a I'autiSme..........ccceuveueiniiiniciiiniiiniccccccceeees 80
Procédures eXPErimentales .........ocvicurecurieueiniecuicieicie ettt eaes ettt ees 83
L. Culture CellULAIre. ..ot 84
A. La préparation des cellules d’hippOcampe ........ccocueuecurecurircecinecinicrieereciseeieeeieeseeseeesenenes 84
B. Préparation du milieu conditionné..........ccceueurinineieueirininineeieinieceieneeieee et 85
C. Préparation des lamelles recouvertes de poly-D-1ysine ..........ccccoceurecurencrnnceenecinecerenceeenecnene 86
D. La transfection ..o 86
2. Préparation de cellules d hippocampe de souris TG2576........coveueureeeunecunerceeerecrnecrsenesenneeceseceens 87
A. Génération des souris TG2576........cccoviiiiiiiciii s 87
B. Culture CElIULAITE.......c.vieiicicieicicirecireci ettt eae 87
C. Génotypage des SoUriS TG2576........ccccvuriiiinicinieiriiieiiciieieieeee st ssssesses 88
3. Immunomarquages et IMAageTi€........ccoviiiiniiiiiiniiii s 88
A. Imagerie en éPifluOrESCOIICE .....c.uuuiumiuiiiicieiriicceietc ettt 89
B. Imagerie CONFOCALE .......ccuieuicieicicrecrec ettt 89

C. Analyse des images et classification des épines dendritiques -
Utilisation du logiciel IMARIS.......c.ccccuiiiriieiriciricteecieic ettt esese s sens 89
4. WESEEITI DIOT.....cuiiiiiiiiic s 91
5. SUNSET ..ttt ettt sttt b et b e na ettt b e e e 92
A. Protocoles de stimulation de la traduction et traitement a la puromycine .........cccecccuvueeuvuucece 93
B. Immunofluorescence et quantification des Images...........ceecueereueirecrrencrnrnceeeneceneerrereseesesennene 93
6. Préparation des 0ligomeres d’AP........cccvurieieiiiriciiinieieititeeciseee et 94

A. Préparation des films d’ABO .....ccvcuriieiniciicecctcrecte ettt se e 95



TABLE DES ILLUSTRATIONS ET DES TABLEAUX

[lustrations
Figure 1 : Illustration de Ramon y Cajal montrant différents types NEUTONAUX...........c.cveeveeuveniveeurinicieiriccinieaes 3
Figure 2 : Dynamique des dendrites et épines dendritiques au cours du développement ..............cccovvvenevcecuces 4
Figure 3 : Les €Pines AeNAritiQUes.............cccccueueueueueueieirininirisieittciceieteie ettt 4
Figure 4 : Différentes classes de molécules impliquées dans la régulation de I'arborisation dendritique................ 8
Figure 5 : Structure des neurones pyramidaux de I'hippocampe et domaines d’input synaptique (rat)................ 13
Figure 6 : Relations entre le cytosquelette du dendrite et de I'épine dendritique...............occcuveviervnicvcrninicunnnn. 14
Figure 7 : SYNaPse eXCIEALTICE. .........c.ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiciiccc e 16
Figure 8 : SYNAPSe TNRIDILTICE  .........ocveeieiiiiiieieiciiieieieee ettt ettt 18
Figure 9 : Visualisation de la morphologie des épines dendritiques dans un neurone pyramidal de la région
CA3 de PRIPPOCAMIPE.......ecuuueieieieirieisiesie ettt 21

Figure 10 : Limite de la classification morphologique des épines dendritiques..................ccccccvviervnicicuninicunnne. 22
Figure 11 : Protéines de la densité post-synaptique d’ une synapse glutamatergique ................ccccovveeveervnecuenn. 24
Figure 12 : Cytosquelette d’actine dans une épine de type thifl...........c.cccveevricerinicininieesnieenieeeeecenene 27
Figure 13 : Organisation du spinosquelette d’ACHINE. ...............cccccceueueieivininirinieiiiitceeeie et 27
Figure 14 : Voies de signalisation stabilisatrices et déstabilisatrice des épines dendritiques................ccccccucucncec. 28
Figure 15 : Les trois modeles de SPIOZENESe...........c.ovrrurirerieueucueieieieieieisisis sttt ettt ienenes 37
Figure 16 : LTP et LTD dépendantes des récepteurs NMDA dans la 1égion CAl..........cccceeuvevievniccceninicennne. 41
Figure 17 : Modéle du trafic des récepteurs AMPA durant [a LTP et LTD...........cccccovieuvnieeeinieeniecsnecennne 42
Figure 18 : Diffusion latérale des récepteurs AMPA dans les épines dendritiques et morphologie du cou ........... 46
Figure 19 : Voie de signalisation de remodelage du spinosquelette d’actine................c.cccccoevvvrnvniciccccccenenes 49
Figure 20 : Modéle de consolidation de la LTP a la synapse via la matrice extracellulaire.....................ccccccunc... 51
Figure 21 : Evolution putative de la densité des épines dendritiques et des synapses au cours de la vie

CHEZ PHOMINE ...ttt 54
Figure 22 : Altérations de Parchitecture dendritique et mécanismes impliqués dans la schizophrénie.................. 56
Figure 23 : Altérations de architecture dendritique et mécanismes impliqués dans la maladie d’Alzheimer ..... 58
Figure 24 : Principales protéines associées aux TSA et description des déficits dans les modeéles

ANIAUX COTTESPONAANES ...ttt ettt 61
Figure 25 : Altérations de l'architecture dendritique et mécanismes impliqués dans les TSA .........oovevevvcucucnnee 62
Figure 26 : Altérations de I'architecture dendritique et mécanismes impliqués dans le FXS ............ccccccvvucunnnne. 65
Figure 27 : Expression des génes Hox et 0rganisation geNOMIGQUE................ecvurvcueurineecurinieuensinieseisieseissacaennas 67
Figure 28 : Structure de la protéine Engrailed-2 et ses différents domaines d’interaction (A) et de

Figure 29

PROMIEOAOMAINE (B) ..oovveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eve ettt et essevsenvesesvseteensensesssersersenseessersensens 71

: Structure de ’homéodomaine d’Engrailed et interaction avec TADN .........ccccoovvvvnneevccccccccnnns 73



Figure 30 : Mécanisme d’initiation de la traduction selon la voie cap-dépendante...............cooovvvrneeeecccccnnes 75

Figure 31 : Représentation schématique des voies « non-cell-autonomous » et « cell-autonomous ».................... 78

Figure 32 : Positions des 5 SNPs du géne EN2 et des sites supposés de liaison des facteurs de transcription........ 82

Figure 33 : Schéma des voies de signalisation de MTOR...............ccowmwmeeominernerneeinirerrevsessserisesssiesine 132
Tableaux

Tableau 1 : Molécules de régulation de la morphologie des dendrites (Vertébres) .............ccouevvvveccvniccennncnes 8

Tableau 2 : Acteurs moléculaires de la morphologie des épines dendritiQUes...............ccooveeevnicveniscecrninecnnn. 28

Tableau 3 : Expression d’Engrailed-1 et 2 au cours du développement embryonnaire et a 'dge adulte

LYo 772 X3 TR 69
Tableau 4 : Génes cibles potentiels A’ENGIAiled ...............ccccocvieuvinieiiiniicininicicsieteesece et 74
Tableau Al : Milieu NB27 d’ensemencement des neurones d’Rippocampe mMurin ............cceveevevieeeenicnnnnnns 86
Tableau A2 : Milieu de culture des gliales d’RippOCAMMPE MUTIN.......covecuevriieciririiiciriricieriee et 87
Tableau A3 : Milieu HTD de trypsinisation des neurones d’RippoCampe ..............ccccveeveeueevenernnrinieeecceenes 87
Tableau B : Anticorps et dilUtions ULIlISES .........c.c.cucueueueuririniriniictcciceieiete ettt 91
Tableau C : Anticorps ULIlISES (SUNSET).....c.c.cueueueueuiieieiririsisisiettteicieeteiete ettt ettt 94
Tableau I1.3 : La traduction induite par Engrailed w'est pas inhibée par APO .........ccccovvvcevnivicvnicccniecnnn, 118
Tableau I1.4 : Engrailed maintient la néo-synthése protéique dans les neurones TG2576 ............ccccccvuvunnee. 119

Tableau 5 : Génes dont I'expression est diminuée dans Uhippocampe des souris EN1™ .........cccoveeccvnicerernecnes 127



ABBREVIATIONS

#
4E-BPs : Eukaryotic translation
initiation factor 4E binding
protein

A
ABO : Oligomeres d’AP
Abp1 : Actin Biding Protein 1
AMPA(R) : aAmin3-
hydroxy-5Methylisoazol-4-
Propionate Acid (Receptor)
Arp2/3 : Actin related protein 2/3

ASD : Autism Spectrum Disorder
(voir TSA)

B

BDNF : Brain Derived
Neurotrophic Factor

B PIX :  -Pak-Interacting
eXchange factor

C
CA : Corne d Ammon

CaBP : Molécule de liaison au
calcium

CB ou CALB : Calbindine
CCK : Cholecystokinine

CaMK : Calcium/CalModuline
Kinase

CaMKK : CaMK Kinase

CAMs : Celular Adhesion
Molecules

Cdc42 : Cell division control 42
CDK : Cyclin Dependant Kinase

CREB : C-AMP Response
Element-binding protein

Cy3 : Cyanine (fluorophore rouge)

D
DG : Dentate Gyrus

DISC1 : Disrupted In
Schizophrenia 1

DIV : Day In Vitro

DR1 et DR2 : Dopamine Receptor
let2

E
E : jour Embryonnaire

E-LTP : Late-Long Term
Potentiation

EB3 : End-binding protein 3
ECM : ExtraCellular Matrix

eIF4E : eurkaryotic Initiation
Factor 4E

Enl, En2 : Engrailed-1,
Engrailed-2

ErbB4 : V-Erb-A Erythroblastic
Leukemia viral oncogene homolog

EPSP : Excitatory Postsynaptic
Potential

F
F-actine : actine Filamenteuse

FITC : Fluorescéine Iso Thio
Cyanate (fluorophore vert)

Fmr1 : gene Fragile X Mental
Retardation 1

FMRP : Fragile X Mental
Retardation Protein

FRAP : Fluorescence Recovery
After Photobleaching

FRET : Fluorescence Resonance
Energy Transfer

FXS : Fragile X Syndrome

G
GABA : b-AminoButirique Acid

GAD67 : Glutamic Acid
Decarboxylase

GAG : Glycosaminoglycanes
GAP : GTPaseActivating Proteins
GEF : Guanine Exchange Factor

(E)GFP : (Enhanced) Green
Fluorescent Protein

GIT1 : G-proteincoupled receptor
kinaseInTeracting protein 1

GKAP : Guanylate Kinase-
Associated Protein

H

HD : Homeodomaine

HP : Homéoprotéine

HRP : Horse Radish Peroxydase
I

IRM : Imagerie par Résonance
Magnétique

IRMf : Imagerie par Résonance
Magnétique fonctionnelle

KO : knock out
L

L-LTP : Early- Long Term
Potentiation

LTD : Long Term Depression

LTP : Long Term Potentiation
M

MA : Maladie d’Alzheimer

MAP?2 : Microtubule Associated



Protein 2

MAPK : Mitogen-activated
protein kinase

ME : Microscopie électronique
MEC : Matrice extracellulaire

Mecp2 : Methyl CpG binding
protein 2

mGluR : metabotropic Glutamate
Receptor

miRNA : micro RNA

MMP : Matrix metallopeptidase
MP : Maladie de Parkinson
MSBs : MultiSynaptic Boutons

mTOR : mammalian Target Of
Rapamycin

MTs : Microtubules

N
NGF : Nerve Growth Factor
NF : Neurofibromatose I
NLGN : Neuroligine

NMDA(R) : NMethylDAspartate
(Receptor)

NP : Neuropeptide

NPY : Neuropeptide Y

NRG : Neureguline

NRXN : Neurexine

NT-3 et 4 : Neurotrophine 3 et 4
P

P : jour Postnatal

p75 NTR : P75 Neurotrophin
Receptor

PA : Potentiel d’Action
Pak 1 : p2lactivating kinase 1

PALM : PhotoActivated
Localization Microscopy

PCR : Polymerase Chain Reaction
PDZ : Post synaptic density
protein, Drosophila disc large
tumor suppressor, and Zonula
Occludens-1

PI3K : Phosphatidylinositide
3-kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol
4,5bisPhosphate

PNN : Peri-Neurona Nets
PS1 : Préséniline 1
PSD : PostSynaptic Density

PSD-95 : PostSynaptic Density
protein 95

Phospho-Tau : forme
phosphorylée de tau

PTEN : Phosphatase and TENsin
homolog

PV : Parvalbumine
R

Racl : Rasrelated C3 botulinum
toxin substrate 1

RCPG : Récepteur Couplé aux
Protéines G

Rheb : Ras homolog enriched in
brain

RhoA : Ras homologous member
A

ROCK : Rho-Associated Protein
Kinase

RT-PCR : ReverseTranscription
PCR

RT-qPCR : ReverseTranscription
quantitative PCR

S
shRNA : small hairpin RNA
siARN : small interfering RNA
SNC : Systéeme Nerveux Central

SNP : Single Nucleotid

Polymorphism
SOM : Somatostatine

STED : Stimulated Emission
Depletion

T
TEA : Tétraéthylamonium

TARP : Transmembrane AMPA
Receptor Protein

TIRFM : Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy

TrkA, B : récepteur Tyrosine

kinase A, B TSA : Troubles du

Spectre Autistique (voir ASD)

TSC : Tuberous Sclerosis Complex
U

Ube3a : Ubiquitin-protein ligase
E3A

A%

VGIuTl, 2 : Vesicular Glutamate
Transporteur 1, 2

w

WASP : WiskottAldrich Syndrome
Protein

Wnt : Wingless-type MMTV
integration site
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I. MISE EN PLACE DE L’ ARCHITECTURE DENDRITIQUE DU NEURONE

Les neurones sont des cellules excitables tres spécialisées et polarisées, qui présentent des régions
distinctes sur le plan de leur organisation cytologique. On distingue classiquement : 1) le soma, 2)
I’arborisation dendritique plus ou moins ramifiée, 3) I’axone en général unique, isolé ou non par une
gaine de myéline. Ces régions neuronales présentent des variantes morphologiques, Ramoén y Cajal
a été le premier a essayer de les classer (FIGURE 1): elles sont adaptées aux fonctions des neurones
concernés. D’une maniere générale, une des caractéristiques majeure des cellules nerveuses est de
pouvoir former des réseaux interconnectés via 1’établissement de contacts synaptiques principalement
axo-dendritiques, mais aussi axo-somatiques et axo-axonaux. Les dendrites d’'un neurone donné
portent des connexions axonales afférentes établies par d’autres cellules nerveuses plus ou moins
nombreuses. Le nombre total de ces connexions est fonction en particulier de la taille de I’arborisation
dendritique laquelle permet au neurone d’intégrer un nombre plus ou moins important d’informations
distinctes. L’axone établit avec d’autres neurones un ou plusieurs contacts synaptiques et transmet une
information sortante (efférente), parfois sur de longues distances. La mise en place et la stabilisation
des circuits connectant les neurones entre eux est une étape cruciale du développement du systeme
nerveux central, de son bon déroulement va dépendre le développement harmonieux des fonctions
cérébrales. Dans ce contexte, le développement des dendrites est particulierement critique, la taille,
mais aussi la morphologie de 'arborisation dendritique, déterminent la formation des contacts
synaptiques. Plusieurs molécules jouant un role dans la croissance de l’arborisation dendritique
pendant le développement ont été caractérisées a ce jour, nous les détaillerons plus loin. Nous verrons
que ces molécules participent a des voies de signalisation qui peuvent étre altérées dans différentes

maladies neurologiques.

La grande majorité des connaissances sur les mécanismes moléculaires qui régulent 1’arborisation
dendritique viennent de 1’étude des neurones excitateurs (glutamatergiques) du cortex et de
I’hippocampe. Les dendrites de ces neurones ont la particularité de présenter des protrusions,
appelées épines dendritiques (FIGURE 3), constituant des compartiments post-synaptiques hautement
spécialisés en regard desquelles se positionnent des boutons axonaux présynaptiques, I’ensemble

formant ainsi les synapses. La section II est consacrée a leur description (FIGURE 3).

1. Les acteurs de la dendritogenése

La cellule neuronale est treés polarisée avec des compartiments dendritiques et axonaux bien
individualisés. Cette différenciation morphologique correspond a une différenciation fonctionnelle
et s’établit tres tot au cours du développement embryonnaire. Les mécanismes qui sous-tendent
la formation des dendrites et des axones sont également distincts, ici nous nous intéresserons
exclusivement aux premiers. Au cours du développement du cerveau, les dendrites sont tres
dynamiques et connaissent de nombreux remodelages (FIGURE 2). La formation des dendrites débute

par la formation de filopodes qui vont s’étendre et se rétracter séquentiellement. Seul un nombre
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restreint d’entre eux poursuivra sa croissance et se différenciera en dendrite [Dailey et al., 1996 ; Wu et al.,
1999 ; Wong et Wong, 2000].

Les dendrites constituent un support physique pour la formation des synapses. La propagation des

signaux afférents se fait par I'intermédiaire des synapses et de I’arbre dendritique lui-méme.

De nombreuses classes de molécules interviennent dans la mise en place de I’arborisation dendritique
(TABLEAU 1). Les différents mécanismes auxquels elles contribuent sont régulés dans le temps et ’espace
pour aboutir a une arborisation caractéristique du type de neurone. La phase de développement
dendritique s’étend de 1’4ge embryonnaire (E15) a quelques semaines (P21) apres la naissance chez
la souris [Wu et al., 1999], et est maximale entre six mois de grossesse et les premiers mois de vie chez
I’homme, bien qu’il existe des variations de développement dans les différentes régions du cerveau
[Huttenlocher et Dabholkar, 1997]. La plasticité des filopodes qui forment les dendrites diminue fortement
a mesure que le circuit neuronal devient plus mature au cours des 60 premiers jours post-nataux
chez la souris (FIGURE 2). Au-dela de cette période les dendrites se stabilisent tandis que les épines

dendritiques continuent de se mettre en place tout en conservant leurs capacités plastiques [Oray et al.,

2004 ; Majewska et al., 2006 ; Holtmaat et al., 2006 ; Holtmaat et al., 2005 ; Trachtenberg et al., 2002].

FIGURE 1 : ILLUSTRATION DE RAMON Y CAJAL MONTRANT DIFFERENTS
TYPES NEURONAUX
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A) Schéma du neurone.

B) illustration de Ramon y Cajal du début du siecle dernier. La figure illustre les différents types de neurones selon la
forme des somas, de leur arborisation dendritique, la longueur de 'axone. Les images ont été réalisées a partir de coupes
de tectum de poulet marquées avec la méthode de Camillo de Golgi.



FIGURE 2 : DYNAMIQUE DES DENDRITES ET EPINES DENDRITIQUES AU
COURS DU DEVELOPPEMENT

a b c
E15-P21 P21-P60 P60 onwards

Spines dynamic

Spines dynamic

Axon stabilize

Branches stabilize Branches stabilize

A) Au cours du développement précoce chez la souris (du 15° jour embryonnaire (E15) au 21¢ jour post-natal (P21)),
les branches dendritiques sont trés dynamiques, avec I'extension de nouveaux embranchements (en vert) et le retrait de
branches existantes (rouge). Mais sans formation de contacts synaptiques fonctionnelles (insert : les segments dendritiques
rouges) il y a une diminution des épines et la rétraction de la branche dendritique ; les branches plus stables (insert : les
segments dendritiques verts) contiennent un mélange d’épines stables, de nouvelles épines et d’épines de plastiques.

B) Au cours de I'adolescence (P21-P60), certaines branches des dendrites se stabilisent, tandis qu'une partie des épines
dendritiques restent trés dynamiques, avec une perte nette d’épines.

C) A I'age adulte, la dynamique des épines dendritiques est moins marquée et la plupart des épines restent stables.
Adapté de Koleske, 2013.

FIGURE 3 : LES EPINES DENDRITIQUES

A.  dendrite £ B. )
P Presynaptic
Terminal

: o Mitochondria

Synaptic Vessicle

NTReceptors u
Ny [ Synaptic Cleft

Postsynaptic Density
(PSD)

Postsynaptic
Spine

A) et B) Les épines dendritiques forment le compartiment post-synaptique, elles sont connectées aux boutons axonaux
présynaptiques B).
C) Neurone glutamatergique d’hippocampe portant de nombreuses épines (marquage EGFP).



A.Le cytosquelette

Les premieres étapes de la mise en place des dendrites impliquent le cytosquelette d’actine : les
filopodes sont constitués de faisceaux d’actine filamenteuse (actine-F) [Da Silva et Dotti, 2002]. Ces
protrusions peuvent étre secondairement investies par un microtubule (MT). En effet, I'inhibition
de la polymérisation de I’actine-F lors des premiers stades du développement empéche la formation
des prolongements dendritiques [Lafont et al., 1993 ; Dent et al., 2007], en revanche apres la mise en
place de I'arbre dendritique son inhibition n’influe plus sur la morphologie des dendrites. Une fois
les dendrites primaires formées, des filopodes en émergent et selon le méme processus participent a
la formation et la stabilisation de dendrites secondaires, et ainsi de suite pour les dendrites d’ordre
supérieur jusqu’a la formation d’une arborisation complexe [Hely et al., 2001]. Plusieurs protéines sont
impliquées dans la formation de ces embranchements dendritiques dont le complexe Actin-related
proteins 2/3 (Arp2/3) qui permet la nucléation des nouveaux filaments d’actine [Da Silva et Dotti, 2002 ;
Insall et Machesky, 2009]. Les dendrites néoformées sont rapidement investies par des microtubules
associés a de nombreuses protéines (les MAPs, Microtubule Associated Proteins). Ce réseau de
microtubules confére non seulement aux dendrites une stabilité structurale mais sert aussi de point
d’ancrage pour des moteurs moléculaires permettant le transport d’organelles a distance du soma
[Conde et Caceres, 2009]. Contrairement a I’axone, dont les microtubules présentent tous leur extrémité
(+) (polymérisation active) orientée vers sa partie distale, les dendrites contiennent des microtubules
orientés dans les deux sens. Cela permet le trafic d’organelle dans les sens soma/dendrite et dendrite/
soma par le jeu de moteurs moléculaires différents selon I'orientation des microtubules [Baas et al.,

1988 ; Burton, 1988].

Bien que la structure globale des dendrites soit stable durant des mois voire des années, le cytosquelette
de microtubules reste dynamique. En effet, 75 % de la tubuline qui les constitue sont recyclés toutes les
10 minutes [Okabe et Hirokawa, 1990 ; Edson et al., 1993], les 25 % restants étant recyclés sur une période
de temps un plus longue, de 'ordre de ’heure [Okabe et Hirokawa, 1990 ; Edson et al., 1993]. Ce turn over
trés rapide des microtubules n’empéche pas la stabilisation des dendrites car seule une fraction des
microtubules est recyclée en un temps donné tandis que le reste de l’architecture microtubullaire
est stabilisée et sert de support a de nouvelles molécules. Dans ce processus, les protéines MAP :
MAPI1A et MAP2, stabilisent les microtubules en liant les filaments de microtubules entre eux [De
Camilli ef al., 1984 ; Huber et Matus, 1984 ; Bloom et al., 1984]. L’augmentation de leur expression augmente
la polymérisation des microtubules et leur stabilisation, leur knock out chez la souris entraine la
désorganisation structurale des dendrites et une diminution significative de I’étendue de I’arborisation
dendritique [Teng et al., 2001 ; Harada et al., 2002]. Les MAPs stabilisent les microtubules en les protégeant
de l'activité de protéines qui favorisent leur dépolymérisation comme la katanine, ou la famille
kinésine-13 de microtubule dépolymérases [Sudo et Baas, 2010 ; Peris ef al., 2009] (FIGURE 6). La cypine
est une autre molécule de stabilisation des MTs. Elle lie les hétérodimeéres de tubuline et favorise la
polymérisation des MTs formant ainsi de nouveaux filaments. Elle est en compétition avec la snapine,
qui déstabilise les MTs, pour la liaison a la tubuline [Chen et al., 2005]. La surexpression de la cypine

dans des neurones d’hippocampe in vitro augmente le nombre d’embranchements et la diminution



de son expression par des ARNm non fonctionnels (inhibition de la maturation de ’ARNm de la
cypine par des small nuclear RNA portant une mutation) montre une simplification de I’arborisation
dendritique [Akum et al., 2004]. Par ailleurs, des molécules d’échafaudage de la densité post-synaptique
sont impliquées dans la formation des prolongements dendritiques : PSD-95, Shank ou Homer [Vessey
et Karra, 2007]. La surexpression de PSD-95 entraine une diminution du nombre d’embranchements
dendritiques dans les neurones en développement indiquant un rdle non-synaptique de cette protéine
a des étapes tres précoces du développement [Chen et al., 2005]. La PSD-95 peut aussi lier EB3 (End-

Biding protein 3) qui I’empéche de se lier aux MTs et diminue ainsi leur stabilité [Sweet et al., 2011].

B. Les RhoGTPases

Les protéines, RhoGTPases : Racl (Ras related C3 botulinum toxin substrate 1), Cdc42 (Cell division
control 42) et RhoA (Ras homologous member A), régulent la formation, la croissance et le branching
des dendrites essentiellement en modulant le cytosquelette d’actine mais aussi le cytosquelette
formé par les microtubules [Luo et al., 2002 ; Leemhuis et al., 2004]. Les protéines RhoGTPases agissent
par diverses voies de signalisation [de Curtis, 2008], elles activent entre autres le complexe Arp2/3 qui

favorise la polymérisation de I’actine [Insall et Machesky, 2009].

Lorsque Racl est constitutivement activé, il induit une augmentation du nombre de dendrites
primaires et favorise la dynamique des branchements dendritiques [Threadgill et al., 1997], ’expression
d’un dominant négatif de Racl cause une forte diminution (50 %) du nombre de dendrites primaires
[Threadgill et al., 1997]. De la méme maniere, ’expression d’un dominant négatif de Cdc42 diminue le
nombre de dendrites primaires [Threadgill et al., 1997 ; Li et al., 2000]. Racl et Cdc42 régulent également
de maniére positive le cytosquelette de microtubules via ’effecteur Pakl (p21-activating kinase 1), des
expériences dans des neurones de poulet ont montré que l’activation de Racl inhibe la dépolymérisation
des microtubules dans les dendrites [Grabham et al., 2003]. A I'inverse, RhoA est un régulateur négatif
de la croissance et I’organisation dendritique : 'expression d’une forme active de RhoA provoque une
simplification de I’arbre dendritique [Li et al., 2000 ; Nakayama et al., 2000]. RhoA agit en liant la protéine
kinase ROCK et la Profiline IIa ce qui déstabilise les filaments d’actine et augmente 1’élimination
des dendrites [Kakayama et al., 2000 ; Da Silva et al., 2003]. Enfin, RhoA controle de maniére négative la
formation des embranchements en diminuant le taux de protéine cypine ce qui diminue la formation

et la stabilisation de nouveaux MTs [Chen et Firestein, 2007].

C.Le BDNF

Le BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) fait partie de la famille des facteurs neurotrophiques
(neurotrophines), avec le NGF (Nerve Growth Factor), et les NT-3 et NT-4 (Neurotophine 3 et 4),
qui joue un réle important dans la dendritogenese. Ces facteurs sont sécrétés et agissent en liant les
récepteurs membranaires de la famille Trk (A, B, C) et le récepteur p75 aux neurotrophines (p75N™®)
[Kumar et al., 2005 ; Salama-Choen et al., 2005]. Le BDNF est un régulateur positif de la croissance et de
la stabilisation des dendrites : il augmente le nombre de dendrites dans les neurones pyramidaux

[McAllister et al., 1995 ; Horch et Katz, 2002], et la suppression de BDNF ou de son récepteur TrkB dans



le SNC cause une forte diminution de longueur et de la complexité de 1’arborisation dendritique des
neurones excitateurs corticaux [Gorski et al., 2003 ; Tolwani et al., 2002 ; Xu et al., 2000]. Le BDNF agit
en activant différentes voies de signalisation : Ras/MAPK, PI3 kinase/Akt et IP3 qui aboutissent a
I’augmentation de ’expression des protéines stabilisatrices des MTs par le facteur de transcription
CREB : MAP1A, MAP2 et la cypine [Bloom et al., 1984 ; Vaillant et al., 2002 ; Chao et al., 2003 ; Szebenyi et al.,
2005]. La sécrétion du BDNF est augmentée de maniere NMDA-dépendante, suggérant que ’activité
neuronale excitatrice représente un facteur de la stabilisation dendritique [Hartman et al., 2001 ; Kohara
et al., 2001 ; Kojima et al., 2001]. Aux c6tés du BDNF d’autres molécules sécrétées exercent des fonctions
autocrines et paracrines qui régulent différents aspects de la dendritogenése. Elles constituent un
moyen efficace de communication intercellulaire. Les récepteurs membranaires a ces facteurs ainsi que
les molécules d’adhésion participent activement a cette voie de communication. Le BDNF, la Reeline
[Niu et al., 2004 ; Lambert de Rouvroit et Goffinet, 2001 ; Gonzalez-Billault et al., 2005], les molécules de la
famille Wnt [Rosso et al., 2005 ; Terabayashi et al., 2007] et leurs récepteurs sont autant d’acteurs permettant
d’intégrer les signaux extracellulaires, et d’activer des cascades de signalisation qui influencent la

croissance et la formation de nouveaux embranchements dendritiques.

D. Les facteurs de transcription

Plusieurs facteurs de transcription ainsi que leurs genes cibles (TABLEAU 1) ont été identifiés
comme participants a la dendritogenése, parmi eux Cuxl et Cux2, deux protéines de la famille des
homéoprotéines. Deux études récentes montrent I'implication de Cux1 dans la dendritogenese des
neurones du cortex avec des conclusions apparemment contradictoires [Li et al., 2010 ; Cubelos et al.,
2010]. Li et al., montrent que Cuxl diminue la complexité dendritique et la longueur des dendrites :
la diminution de son expression par des ARN interférents augmente la complexité dendritique et sa
surexpression a I'effet inverse. Les auteurs identifient le gene de la kinase p27*"*' comme cible de Cuxl,
qui elle-méme inhibe la GTPase RhoA [Li et al., 2010]. A I'inverse, Cubelos et al., montrent que Cuxl
augmente la complexité dendritique : I'inhibition de son expression par des shRNA par transfection
in utero chez des souris, diminue I'étendue de I'arborisation dendritique, sa surexpression produit
Ieffet inverse [Cubelos et al., 2010]. Les auteurs identifient les génes cibles murins XIr3b et XIr4b qui
sont des génes de remodelage de la chromatine. La surexpression de XIr3b chez la souris constitue
un modele du syndrome de Turner, un type de retard mental lié¢ & I'X [Davies et al., 2005]. Le role de
Cux2 est lui aussi controversé : Li et al., concluent a I'absence d’effet sur la dendritogenese, tandis que
Cubelos et al., montrent un effet identique a celui de Cux1 [Li et al., 2010 ; Cubelos et al., 2010]. Létude
de Li et al. est faite sur des neurones dissociés de cortex de rat en culture (DIV4 a DIV6), tandis que
’étude de Cubelos et al. est faite sur des tranches de cortex de souris (P21), ce qui pourrait expliquer
du moins en partie les différences observées. Dans tous les cas, ces deux études montrent que ces
homéoprotéines sont impliquées dans la dendritogenése. Par ailleurs, ces deux facteurs agiraient sur

la morphologie des épines dendritiques, ce qui sera détaillé dans la section II.

D’autres facteurs de transcription ont été identifiés, ainsi que des molécules appartenant a d’autres
classes fonctionnelles. Le TABLEAU 1 et la FIGURE 4 résument les données actuelles sur leur role dans la

morphologie des dendrites (dendritogenese et plasticité) et leur stabilisation ou déstabilisation.
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FIGURE 4 : DIFFERENTES CLASSES DE MOLECULES IMPLIQUEES DANS LA

REGULATION DE L’ ARBORISATION DENDRITIQUE
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TABLEAU 1 : MOLECULES DE REGULATION DE LA MORPHOLOGIE DES DENDRITES

(VERTEBRES)

Régulateurs transcriptionnels

CREST (Calcium-
Responsibe
Transactivator)

Un transactivateur qui régule la croissance des dendrites de
maniere Ca** - dépendante dans les neurones corticaux et
pyramidaux.

Aizawa et al., 2004

NEURODI1 (protéine

Régule la morphogenese des dendrites de manieére activité-

Gaudilliere et al.,

helix-loop-helix .
(bHLH)) dépendante. 2004
. . ) Gutierrez et al.,
Augmente la longueur des dendrites et favorise la formation .
Nf-kB , . 2005 ; Bonini et al.,
d’embranchements dendritiques. 2011
a) Diminue la complexité dendritique en agissant via p27**' RhoA .
Cux1 (Facteur de (modéle in vitro). a) Liet al., 2010
transcription a
homéoboite) b) Augmente la complexité dendritique des neurones de la couche b) Cul;e(:)lfg etal,
II-III du cortex (modéle in vivo).
a) Cux2 n'a pas d’effet sur la complexité dendritique
a) Lietal., 2010

Cux2 (Facteur de
transcription a
homéoboite)

b) Augmente la complexité dendritique des neurones de la couche
II-IIT du cortex. Cible : génes XIr3b et Xlr4b (modele in vivo).
Genes homologues humain : FAM9. FAMO9B est potentiellement
impliqué dans 'autisme [Thomas et al., 1999] et la schizophrénie

[Milunsky et al., 1999].

b) Cubelos et al.,
2010




CREB (c-AMP
response element-
binding protein)

Régule la morphogenese des dendrites de maniere activité-
dépendante en se liant aux éléments de réponse cAMP.

Wayman et al., 2006 ;
Redmond et al., 2002

Neurogenine 2
(protéine bHLH)

Régule la morphogenese des dendrites des neurones pyramidaux
et corticaux.

Hand et al., 2005

Protéines secrétées et récepteurs membranaires

Neurotrophines et

. . . . iy . McAllister et al.,
récepteurs tyrosine Régulent la croissance et la complexité dendritique.
. 1995, 1997
kinase
. o . . I Yacoubian et Lo,
BDNF Régule positivement la dzr;crllr(ﬁci)tiznese et la stabilisation des 2000 ;: Horch et Katz,
' 2002 ; Baj et al., 2011
Rosso et al., 2005 ;
WNT et Dishevelled Régule la dendritogenése et la stabilisation des dendrites. Terabayashi et al.,
2007

Semaphorines et
Plexine-Neuropiline

Régule le guidage et le la formation d’embranchements
dendritiques dans les neurones corticaux.

Komlyama et al.,
2007 ; Nakamura
et al., 2009 ;
Tran et al., 2009 ;
Vodrazka et al.,
2009 ; Shelly et al.,
2011

Breunig et al., 2007 ;

Notch Favorise la complexité dendritique. Bonini ef al., 2011
Lambert de Rouvroit
et Goffinet, 2001 ;
Reeline Régule la croissance et le branching dendritiques dans les neurones |  Niu et al., 2004 ;

corticaux.

Gonzalez-Billault
etal., 2005 ;
D’ Arcangelo, 2006

Régulateurs des voies de sécrétion

Sarl (molécule de
la famille des petites

Régule la longueur des dendrites, en agissant sur la sécrétion et
le trafic de vésicules COPII du reticulum endoplasmique vers

Ye et al., 2007

GTPases) I'appareil de Golgi
Sa forme phosphorylée augmente le nombre d’embranchements Cui-Wane ef al
CLIMP63 dendritiques. Elle régule la mobilité du reticulum endoplasmique 5 01*(2; v
aux embranchements.
Cul77x8 Régule I'arborisation et la longueur dendritiques. Litterman et al., 2011

Régulateurs du cytosquelette

Racl et Cdc42

Les formes actives augmentent la croissance et la stabilisation des
dendrites.

Newey et al., 2005 ;
Leembhuis et al.,
2004 ; Luo, 2002 ;
Lee et al., 2000 ;
Scott et al., 2003




RhoA

La forme active diminue la croissance et la stabilisation des
dendrites.

Chen et Firestein,
2007 ; Luo, 2004 ;
Lee et al., 2000

ARF6 (ADP-
ribosylation factor
6, famille des petites

Diminue la croissance des dendrites dans les neurones
d’hippocampe in vivo et in vitro.

Hernandez-Deviez
etal., 2002 ;
Sagakami et al., 2005

GTPases)
Moteurs moléculaires
KIFS Régule la morphogenese des dendrites des neurones Hoongenraad et al.,
d’hippocampe. 2005
Dynéine Régule I'arborisation et la formation d’embranchements Zheng et al., 2008 ;
Satoh et al., 2008

dendritiques.

LIS1 (protéine
d’interaction avec la
dynéine)

Augmente 'arborisation dendritique.

Zheng et al., 2008 ;
Vallee et al., 2000 ;

Rab17 (dendrite-
specific Rab)

Augmente la croissance et la complexité dendritique dans des
neurones d hippocampe in vitro.

Mori et al., 2012

Molécules d’adhésion

0-Caténine

(Complexe

d’adhésion
cadhérine-caténine)

Régule le maintien de I'arborisation dendritique des neurones
matures du cortex in vivo. Sa mutation est responsable de la
maladie du Cri-du-Chat. Interagit avec PS1 (présénilinel).

Elia et al., 2006 ;
Arikkath et
Reichardt, 2008 ;
Arikkath, 2009 et al.;
Matter et al., 2009

DSCAMLI1 (Down

Régule la dendritogenese et la complexité de I'arborisation

Fuerst et al., 2009 ;

11
Syn.drome Ce dendritique. Les souris KO présentent une organisation Maynard et al.,
Adhesion Molecule- d P 5 Y
. anormalement enchevetree des dendrites des neurones du cortex. ;
like 1) 1 hevétrée des dendrites d d 2012
Klein, 2 ;
EphB1, EpHB2 et Favorisent la dendritogenése et augmentent la complexité de ein, 2009
, o o Hoogenraad et al.,
EphB3 I'arborisation dendritique.
2005
Molécules de signalisation
K 2 ;
Augmente la croissance et la formation d’embranchements tmar .et ok, 2005
Akt .. . Jarowski et al., 2005 ;
dendritiques dans les neurones corticaux. Jossin ef al.. 2007
Régule la morphologie des dendrites. Les souris PTEN” ont
PTEN des neurones corticaux aux dendrites anormalement épaissis et Kwon et al., 2006
allongés.
CamKII
(Calmodulin kinase Inhibe I'extension dendritique via PCM1 et cdc20 Puram et al., 2011
2B)

CRMP (Collapsin
Response Mediator
Proteins)

Supprime les bifurcations inappropriées pendant la croissance
dendritique.

Niisato et al., 2012
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Maetal., 2011

CRP1 (Cysteine rich

Régule la croissance dendritique.

protein 1)
NDR (nuclear Dbf2-

Régule la croissance et la formation d’embranchements dans les
dendrites proximales.

Ultanir et al., 2012

related)
Stk25 (Serine/
Thréonine Kinase
25)

Régule la longueur de dendrites apicales et I'épaisseur de dendrites

basales.

Matsuki et al., 2010

Cheung et Ip, 2007 ;

CDKS5 et protéines

Protéine kinase, régulent la formation d’embranchements

Cheung et al., 2007 ;
Zhang et al., 2010 ;

similaires dendritiques.
Su et Tsai, 2011
Protéines d’échafaudage a la synapse et leurs régulateurs
Diminue le branching dendritique. Agit comme signal « stop » au
PSD- harych et al., 2
SD-95 branching dendritique via EB3 (End-Biding protein 3). Charych et al., 2006

Firestein et al., 1999 ;

Cypine (Cytosolic
PSD-95 Interacting
protein)

Favorise la formation d’embranchements dendritiques en liant la
PSD-95 et diminuant sa localisation a la densité post-synatique

Akum et al., 2004 ;

Chen et al., 2005 ;

Chen et Firestein,

2007 ; Kwon et al.,
2011

Famille des protéines
LAP

Favorise la formation d’embranchements dendritiques en agissant
sur les protéines de la famille Shank et la §-caténine.

Quitsch et al., 2005 ;
Arikkath et al., 2008

Adressage des ARNm et traduction locale

CPEB (Cytoplasmic

Polyadenylation
Element-Binding de maniere activité-dépendante.
protein)
Composants de la machinerie cellulaire

Régule la croissance des dendrites en régulant le trafic des ARNm

Bestman et Cline,
2008

Origin recognition

Augmente la croissance et la complexité dendritiques.

Huang et al., 2005

complex

Anaphase-promoting

Kim et al., 2009

complex

Régule la morphogenese et la croissance des dendrites via Cdc20.

D’apres Arikkath, 2012 et Jan et Jan, 2010.
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2. Role de I'arborisation dendritique dans la propagation des
signaux excitateurs

Les cellules pyramidales sont des cellules excitatrices du SNC, elles ont un corps cellulaire grossierement
triangulaire, et se distinguent par une arborisation dendritique basale distincte de I'arborisation apicale
(FIGURE 5). On trouve les cellules pyramidales dans diftérentes régions du systeme nerveux central :
I'hippocampe (90 % des cellules neuronales) [Traub et Miles, 1991], le cortex, 'amygdale, les couches II,
[T et V du cortex par exemple ; a contrario elles sont absentes des structures telles que le bulbe olfactif,
le striatum, le métencéphale ou le mésencéphale. Cette distribution sélective suggeére que ces cellules

sont associées aux fonctions cognitives supérieures.

La structure particuliere des cellules pyramidales sous-tend différentes fonctions. Il ne s’agit pas ici
d’étre exhaustif mais de couvrir les éléments les plus pertinents dans le cadre des travaux présentés

dans ce manuscrit. Les cellules pyramidales ont une morphologie caractérisée par (FIGURE 5) :

un soma de forme grossiérement triangulaire,

- un axone émanant de la base du soma formant des ramifications distales et de nombreuses

synapses dans les régions qu'il traverse,

- une dendrite apicale longue partant de 'apex du soma et qui regoit des afférences axonales de
neurones distants, trés ramifiée, on distingue différents patrons de ramification selon la région

ou se trouve le neurone,

- de nombreuses dendrites basales partant de la base du soma, ces dendrites sont relativement
courtes et assurent la réception des afférences locales venant de la méme région ou de régions

trés proches.

Plusieurs travaux ont montré le role de I'organisation dendritique du neurone dans son comportement
électrophysiologique et sa capacité a intégrer les signaux regus et émettre des potentiels d’action [Mainin
et Sejnowski, 1996]. La propagation antérograde et rétrograde des signaux neuronaux est trés sensible
a la morphologie dendritique du neurone, c’est-a-dire a son étendue, au nombre d’embranchements,
a la distance du soma a laquelle ces embranchements se font, ou encore a la population des canaux

ioniques et métabotropiques exprimés [Vetter, 2001 ; Magee, 1998].

Larborisation dendritique est anormale dans de nombreuses maladies neurologiques comme la
schizophrénie, l'autisme, la maladie d’Alzheimer [revu dans Kulkarni et al., 2012] ce qui souligne

I'importance de la stabilité a long terme de cette arborisation pour le bon fonctionnement du SNC.
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FIGURE 5 : STRUCTURE DES NEURONES PYRAMIDAUX DE L’HIPPOCAMPE ET
DOMAINES D’ INPUT SYNAPTIQUE (RAT)

Arborisation
terminale

Dendrites
Apicales

Soma

Dendrites
Basales

CAl Subiculum

Chaque type de neurone pyramidal a une arborisation apicale et basale avec une arborisation plus dense au niveau apical
terminal. On peut observer les différences entre les arborisations apicale / terminale - respectivement — de chacun des
neurones. Les dendrites apicales des cellules CA3 sont plus proches du soma que celles de CA1, qui ont une dendrite
apicale principale plus facilement reconnaissable.

Adapté de Spruston et al., 2008.
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FIGURE 6 : RELATIONS ENTRE LE CYTOSQUELETTE DU DENDRITE ET DE
L’EPINE DENDRITIQUE
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Les dendrites contiennent des microtubules paralléles entre eux et reliés les uns aux autres par des molécules appelées
Microtubule-Associated Proteins (MAPs), comme MAPIA et MAP2. Au site d embranchement entre deux dendrites on
trouve un appareil de Golgi (Golgi outpost) ancrés sur les microtubules. Cet appareil de Golgi local pourvoit en vésicules
de transport et recoit les vésicules qui ont été endocytées a distance, dont le transport est assuré dans les deux sens par les
moteurs moléculaires dynéine et kinésine. Il sert également de centre de nucléation aux microtubules. La cypine favorise
la polymérisation de nouveaux microtubules et leur stabilité. Une épine dendritique est représentée ou les filaments
d’actine-F sont prédominants.

Adapté de Koleske, 2013.
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II. LES SYNAPSES

Les épines dendritiques sont les petites protrusions que I’on retrouve sur les dendrites des neurones
excitateurs et qui constituent le compartiment post-synaptique (FIGURE 3). La majorité des neurones
inhibiteurs, n’a pas ou peu d’épines dendritiques. Les neurones pyramidaux en particulier ont leurs
dendrites couverts de milliers d’épines dendritiques (10° a 10° par neurone a I’dge adulte). Une grande
partie de ces épines dendritiques forment une synapse avec des boutons axonaux glutamatergiques
(10° a 10° synapses par neurone), mais une partie d’entre elles ne pas sont connectées a un bouton
axonal. Par exemple, dans le néocortex des souris adultes la grande majorité des épines dendritiques
(environ 96 %), forment des contacts synaptiques, 3,6 % d’entre elles n’étant pas engagées dans une

synapse [Arellano et al., 2007].

Dans cette section nous allons d’abord détailler les deux types de synapses majoritaires dans le
SNC, glutamatergique et GABA-ergique puis nous concentrer sur les épines dendritiques et les
acteurs moléculaires qui interviennent dans leur morphogenese, leur plasticité et le lien entre leurs

changements morphologiques et 1’activité synaptique.

1. Généralités

Les synapses sont le site de la transmission de I'influx nerveux entre les neurones. Elles sont de deux
types fonctionnels : excitatrices ou inhibitrices. La synapse est morphologiquement composée de deux
compartiments : 1) un compartiment pré-synaptique, appelé bouton axonal, et 2) un compartiment
post-synaptique qui peut étre somatique, dendritique ou axonal selon les cas. Dans le cas des synapses
glutamatergiques des neurones pyramidaux, le compartiment dendritique post-synaptique est un

compartiment a part entieére appelé épine dendritique.

Plusieurs parametres permettent de différencier les synapses excitatrices et inhibitrices, notamment
le type de neurotransmetteur libéré : inhibiteur ou excitateur. Le glutamate (acide L-glutamique,
Glu) est le principal neurotransmetteur excitateur et I’acide y-aminobutyrique (GABA) le principal
neurotransmetteur inhibiteur du SNC. D’autres neurotransmetteurs existent au sein du SNC,
excitateurs comme la dopamine ou I’acétylcholine ; inhibiteurs comme la glycine, la sérotonine ou
I’acide L-aspartique. La morphologie du compartiment post-synaptique est un autre critere pour
distinguer les deux types de synapses (FIGURE 7 ET FIGURE 8).

Les neurones inhibiteurs controlent 1’excitabilité des neurones pyramidaux et leur synchronisation

[Lytton et Sejnowski, 1991].
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A. Les synapses excitatrices glutamatergiques

Elles sont caractérisées en microscopie électronique par une morphologie asymétrique : d’une part
une épine dendritique et d’autre part un bouton axonal (FIGURE 7). La membrane cellulaire est
électron-dense a la densité post-synaptique et la terminaison axonale remplie de nombreuses vésicules
synaptiques rondes. Dans I’hippocampe ces synapses sont, dans la trés grande majorité des cas,

glutamatergiques.

La cavité qui sépare les deux membranes pré- et post-synaptique est large de 20 nm environ en
microscopie électronique [Zuber et al., 2005 ; Lucic et al., 2005] et 200 a 800 nm en longueur [Carlin et al.,
1980]. Ces faibles dimensions permettent une grande concentration de neurotransmetteurs qui peuvent
s’accumuler rapidement suite a la fusion des vésicules pré-synaptiques avec la membrane axonale. Les
cellules gliales émettent des prolongements cellulaires a la synapse qui assurent la recapture d’une
grande partie des neurotransmetteurs, limitant ainsi leur potentielle neurotoxicité [Isaacson et Nicoll,
1993 ; Savtchenko et Rusakov, 2007 ; Araque et al., 1999]. On observe également en microscopie électronique
que de faibles lignes lient les deux membranes qui pourraient étre des molécules d’adhésion comme
la N-cadhérine [Nager et al., 2007].

FIGURE 7 : SYNAPSE EXCITATRICE

B Presynaptic terminal

Dendritic Shaft

A) Image en microscopie électronique d’une synapse excitatrice dans 'hippocampe (souris). La fleche rouge indique la
zone dense qui caractérise la zone synaptique active.

B) Représentation schématique d’une synapse excitatrice caractérisée par un compartiment post-synaptique distinct de la
dendrite dont il est issu.

Adapté d’ Arikkath, 2012.
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B. Les cellules inhibitrices GABA-ergiques

Les neurones GABA-ergiques sont des cellules neuronales historiquement définies par leur activité
inhibitrice et sécrétent pour la grande majorité de I’acide y-aminobutyrique (GABA) [Andersen et al.,
1980]. Il s’avere néanmoins que la stimulation des récepteurs GABA peut étre activatrice en fonction
de la cible post-synaptique [Andersen et al., 1980 ; Staley et al., 1995] ou le stade du développement
[Rivera et al., 1999]. Ces cellules représentent environ 10 % des cellules neuronales de ’hippocampe.
L’activité des neurones GABA-ergique permet la synchronisation des neurones excitateurs [Fraser et
MacVicar, 1991; Bragin et al., 1995 ; Ylinen et al., 1995]. Leur role de régulation de I’excitation est essentiel et

particulierement dans ’hippocampe qui est une zone les plus excitables du SNC.

Les cellules GABA-ergiques forment une population morphologiquement tres hétérogéne et de
nombreuses classifications existent selon : la forme de leur soma, de leur arborisation dendritique ou

axonale, de leurs cellules cibles, de ’emplacement de leur synapses sur les cellules cibles [Buckmaster
et Soltesz, 1996 ; Freund et Buzsaki, 1996 ; Andersen et al., 1980 ; Staley et al., 1995 ; Freund et Buzsaki, 1996 ;

Rivera et al., 1999 ; Gupta et al., 2000 ; reva dans Macaferri et Lacaille, 2003]. Les marqueurs biochimiques
synthétisés par ces cellules offrent un autre critére de classification. Ils ne sont pas spécifiques d’un
type d’interneurones (i.e. cellules GABA) classé selon les criteres morphologiques. Ils appartiennent a

deux grandes classes de molécules :

1) les molécules de fixation au calcium (CaBPs) : calbindine (CB), parvalbumine (PV) et calrétinine

(CR) sont les plus étudiées,

2) les neuropeptides (NPs) : neuropeptide Y (NPY), peptide intestinal vaso-actif (VIP), somatostatine
(SOM) et cholecystokinine (CCK). [Cauli et al., 1997 ; DeFelipe, 1997 ; Kawaguchi et Kutoba, 1997 ; Wang et al.,
2002].

Ces marqueurs sont exprimés selon différentes combinaisons par les interneurones, néanmoins une
corrélation importante est décrite entre le profil d’expression de ces marqueurs biochimiques et
le type anatomique de l'interneurone [Toledo-Rodriguez et al., 2005]. D’un point de vue fonctionnel,
les neurones GABA-ergiques ont un role prépondérant dans l'intégration et la propagation de
I'information neuronale. Les travaux de Miles et al. ont montré I'importance de I’étude de la région
cible innervée par les interneurones et notamment la différence entre une innervation péri-somatique
et une innervation dendritique : la premiere est impliquée dans la régulation spécifique de la réponse
axonale, alors que la seconde régule I’excitabilité dendritique [Miles et al., 1996]. Les interneurones
ont également un rdle important dans la génération des ondes cérébrales rythmiques. Ces ondes ont
été décrites dans le néocortex et ’hippocampe chez le rongeur ainsi que 'Homme. Les principales
ondes sont les ondes : théta (4-12 Hz), gamma (30-80 Hz) ; ondes ultra-rapides (environ 200 Hz)
et ondes dites a « front raide » (sharp waves). Elles sont dues a l’activité synchrone d’un groupe de
cellules pyramidales [Chrobak et Buszaki, 1994 ; Bragin et al., 1995]. Ces ondes sont liées a des états de
’activité cérébrale (motrice, sensorielle, exploratrice, etc.) [Gray et al., 1989]. Leur role est encore
largement incompris, néanmoins plusieurs études montrent qu’elles pourraient étre un support de

communication entre différentes régions cérébrales [Schillen et Kénig, 1994 ; Sakurai, 1994]. Le lien entre
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la génération de ces ondes et le type de neurones GABA-ergique impliqué reste encore mal connu. Des
travaux récents ont montré que l’activité des neurones parvalbumine-positifs était essentielle dans la

génération des ondes gamma chez la souris [Cardin et al., 2009 ; Sohal et al., 2009].

C. Les synapses inhibitrices GABA-ergiques

En microscopie électronique, on observe : une densité post-synaptique beaucoup moins prononcée
que dans le cas d’'une synapse excitatrice et une morphologie symétrique entre les compartiments post
et pré-synaptiques. Le compartiment post-synaptique est généralement le corps (shaft) de la dendrite
plutot qu'une épine dendritique (FIGURE 8). On observe également des vésicules plates contenant du
GABA. Il est synthétisé dans le cytoplasme des neurones a partir du glutamate par I'enzyme glutamate
décarboxylase (GAD) [Roberts et Frankel, 1950 ; Wu et Roberts, 1974]. La GAD existe sous deux isoformes
dans le SNC : GADG65 et GADG67, elles sont issues de deux genes distincts, ont des poids moléculaires
différents (respectivement 65 et 67 kDa), et ont une distribution cellulaire différente [Erlander et al.,
1991 ; Erlander et Tobin, 1991]. En effet, GADG65 est essentiellement présente dans les boutons axonaux,
alors que GAD67 est retrouvée dans le soma, les dendrites et les boutons axonaux [Kaufman et al., 1991].
Lexpression des deux isoformes est régulée de maniere indépendante, GADG65 est principalement
associée a la synthese du stock de GABA servant comme neurotransmetteur alors que la GAD67
intervient plus particulierement dans la synthese du stock métabolique de GABA [Waagepetersen et al.,
2001].

FIGURE 8 : SYNAPSE INHIBITRICE

B Presynaptic terminal

e
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© Synaptic vesicles

a Postsynaptic receptors

A) Image en microscopie électronique d’une synapse inhibitrice dans I’hippocampe (souris). La fleche rouge indique la
zone dense qui caractérise la zone synaptique active, on remarque qu’elle est beaucoup moins dense que pour les synapses
excitatrices (FIGURE 7).

B) Représentation schématique d’une synapse excitatrice caractérisée par 'absence d’un compartiment post-synaptique
distinct de la dendrite dont il est issu.

Adapté d’ Arikkath, 2012.
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2. Les épines dendritiques, support de la plasticité synaptique

Les épines dendritiques ont des formes et des tailles qui varient considérablement, méme au sein d'une
méme dendrite [Sorra et Harris, 2000] (FIGURE 9). Elles sont trés dynamiques au cours du développement

et dans les jours qui suivent la naissance chez la souris, comme chez ’Homme [Bonhoeffer et Yuste, 2002].

Des études récentes, réalisées grace aux progreés de la microscopie in vivo et de la microscopie a
haute résolution (STED, PALM) ont montré que les épines in vivo étaient autant plastiques que celles
observées in vitro [Nigerl et al., 2008 ; Tatavarty et al., 2009 ; Frost et al., 2012]. Des anomalies dans la densité,
la longueur ou la stabilité de ces épines sont observées dans les atteintes neurologiques telles que
la maladie d’Alzheimer [Knobloch et Mansuy, 2008 ; Knafo et al., 2009 ; Smith et al., 2009] ou le syndrome
de I'X fragile [Comery et al., 1997 ; Irwin et al., 2000 ; Cruz-Martin et al., 2010]. Les mécanismes a l'origine
des changements morphologiques des épines, dans les conditions physiologiques ou pathologiques
restent encore incompletement caractérisés en dépit des nombreuses études qui leurs sont consacrées

depuis une quinzaine d’années.

A. Description morphologique et classification

Dans 'hippocampe, les épines dendritiques ont une longueur de 1 & 3 um et en moyenne un diametre
de 1 pum. Elles couvrent la plus grande partie des dendrites des neurones pyramidaux. Les deux
principales caractéristiques de la morphologie des épines dendritiques sont : 1) leur téte et 2) leur
cou ; cela a conduit a leur classification en trois catégories principales : les épines stubby (trapues),
les épines mushroom (champignon), et les épines thin (allongées) (FIGURE 9). Les épines stubby, se
caractérisent par une protrusion sans zone rétrécie entre la téte de I'épine et la dendrite : leur « cou »
a une largeur globalement égale a leur longueur ; les épines mushroom, ont un cou court et une téte
volumineuse ; et enfin les épines thin, ont un cou long et étroit suivi d 'une petite téte. Il existe aussi des
épines dites branchées, avec une portion de cou commun puis deux tétes distinctes. Les mesures les
plus précises des différents aspects des épines ont pu étre obtenues grace a des études de microscopie
électronique, notamment a travers les travaux de Kristen M. Harris [Harris et al., 1992]. Dans les neurones
hippocampiques de jeune rat adulte (P21), plus de 65 % des épines sont thin, tandis que les mushroom

représentent moins de 25 % de la population [Harris et al., 1989, 1992].

Lorganisation morphologique des épines dendritiques répond a plusieurs réles fonctionnels : (1)
optimiser la surface dendritique membranaire disponible pour former des synapses [Koch et Zador,
1993], (2) isoler I’épine du dendrite en diminuant la diffusion des molécules [Harris et Stevens, 1989 ; Koch
et Zador, 1993 ; Nimchinsk, 2002 ; Yuste, 2011], (3) elle génere un compartiment électrophysiologique ot le

cou filtrerait les signaux et aurait un role dans la régulation de la propagation des influx nerveux [Cash et
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Yuste, 1998]. La morphologie des épines dendritiques renseigne sur I'état fonctionnel ou plastique' de la

synapse méme s’il n’est pas toujours évident de caractériser cet état sur le seul critere morphologique.

Les filopodes, qui n’ont pas de téte, disparaissent avec 1’age, tandis que les épines stubby, prédominantes
a un age précoce, diminuent de facon significative, mais sont toujours présentes dans le cortex
adulte [Benavides-Piccione et al., 2002]. Toutefois, cette classification des épines dendritiques, qui suit
généralement les descriptions figurant dans I'un des premiers articles de Kristen Harris, laisse pres
d’un tiers des épines étudiées en microscopie électronique en dehors de ces trois catégories en raison
de I’ambiguité de leurs deux principales caractéristiques (cou et téte) [Harris et al., 1992]. La difficulté
a classer I'ensemble des épines dendritiques selon des critéres purement morphologiques est ainsi
due principalement a trois éléments : (1) I'existence d’états intermédiaires entre deux catégories
morphologiques, (2) les limitations dues a la résolution optique du type de microscope utilisé, (3) les
approximations dans la mesure des longueurs (FIGURE 10). Malgré son imperfection, la classification

stubby, mushroom et thin reste la plus utilisée.

L. Plasticité : propriété des neurones qui consiste en des modifications fonctionnelles et morphologiques du circuit
neuronal en réponse a I’activité neuronale (inhibitrice ou excitatrice).

a) Plasticité structurale : modifications morphologiques du compartiment post-synaptique essentiellement, en
réponse a une activité neuronale. Cela inclut la formation de nouvelles épines dendritiques.

b) Plasticité synaptique (fonctionnelle) : modification de lefficacité de la transmission synaptique dans des
synapses préexistantes.
Plasticité structurale et plasticité synaptique sont souvent liées : des changements morphologiques sont nécessaires a la
plasticité synaptique.
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FIGURE 9 : VISUALISATION DE LA MORPHOLOGIE DES EPINES
DENDRITIQUES DANS UN NEURONE PYRAMIDAL DE LA REGION CA3 DE
L’ HIPPOCAMPE

A) Vue générale d'un neurone d’une culture organotypique d’hippocampe. Les cellules ont été infectées avec un vecteur
viral induisant I'expression de la GFP (protéine fluorescente verte). B) Epine thin. C) Epine stubby. D) Epine mushroom
Barre d’échelle 25 pm (A) et 0,5 um (B-D). B’-D’) Images en microscopie électronique des trois catégories : thin (B’), stubby
(C’) et mushroom (D’) sur des coupes d’hippocampe de souris. Barre d’échelle 0,5 pm.

Images reproduites A-D de Tackenberg et al., 2009 ; B’, C’, D’ de Bourne et Harris, 2008.
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FIGURE 10 : LIMITE DE LA CLASSIFICATION MORPHOLOGIQUE DES EPINES
DENDRITIQUES
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lflltf A1 00 s Crleener disesansizana.

Classification d’épines dendritiques reconstruites en trois dimensions, selon les trois catégories admises.
Image reproduite de Mestrallet, 2011.

B. Description des constituants moléculaires des épines dendritiques

a. La densité post-synaptique

A la membrane de Iépine on trouve une région électron-dense en microscopie électronique, la densité
post-synaptique (PSD) ou sont concentrées de nombreuses protéines. La PSD est une spécialisation
de la membrane post-synaptique en regard du bouton pré-synaptique lequel présente en microscopie
électronique les vésicules d’exocytose qui permettent le stockage et le relargage des neurotransmetteurs.
La taille de la PSD est variable, elle peut prendre la forme d’'un petit disque ou présenter une surface
beaucoup plus large et une forme irréguliére, parfois scindée en deux PSDs distinctes dans une méme
épine. Son aire varie entre 0,05 pm?* et 0,30 pm?, les valeurs les plus faibles étant retrouvées pour les
épines thin et les plus élevées pour les épines mushroom [Harris et al., 1992]. Au niveau moléculaire,
la PSD est un échafaudage complexe de plusieurs dizaines de molécules li¢ directement on non a la
membrane de I’épine dendritique, assurant la présence des molécules nécessaires a la signalisation
synaptique et a la plasticité [Kasai et al., 2003 ; Siekevitz, 1985 ; Sheng et Kim, 2002]. La protéine la plus
abondante de la PSD est la PSD-95 (aussi appelée SAP90 pour Synapse-Associated Protein 90). C’est
une protéine qui fait partie d’'une grande famille (plus de 400 protéines chez la souris ou 'Homme) de
protéines dites @ domaine PDZ (acronyme des trois premiéres protéines découvertes de cette famille :
PSD-95, Drosophila disc large-tumor suppressor et zonula occludens protein). Ce sont des protéines
d’échafaudage dont le domaine PDZ, situé a leur partie C-terminale, permet une interaction avec
d’autres protéines, les domaines PDZ peuvent également interagir entre eux. L’adressage de la PSD-

95 a la synapse est médié par la palmitoylation de deux résidus cystéine : dans la synapse la protéine
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forme des multimeres (clusters) [Craven et al., 1999]. Cet adressage précéde I'arrivée a la membrane
post-synaptique d’autres protéines comme les récepteurs NMDA (N-methyl-d-aspartate), et AMPA
(a-amino-3- hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate) [Okabe et al., 2001 ; Prange et Murphy, 2001 ; Marrs
et al., 2001 ; Bresler et al., 2001 ; Friedman et al., 2000]. On retrouve a la PSD différents types de molécules
comme des protéines de reconnaissance et d’adhésion cellulaire : cadhérines/caténine, Eph/Ephrines,
neurexine/neuroligines ; des récepteurs aux différents neurotransmetteurs : NMDA, AMPA et mGluR
(metabotropic Glutamate Receptor) ; des protéines adaptatrices : Shank1/2/3, Homerla, GKAP
(Guanylate Kinase-Associated Protein) ; des protéines du cytosquelette : actine, tubuline, Arp2/3,
cofiline ; diverses kinases et phosphatases : CamKIIf, PTEN ; des petites protéines de liaison du GTP :
RhoA, Racl, Cadc42 ; et des protéases extracellulaires comme MMP9 (Matrix Metalloproteinase 9)
[Sheng et Hoogenraad, 2007] (FIGURE 11). La fonction de PSD-95 est régulée par phosphorylation. La
kinase cycline-dépendante 5 (Cdk5), une sérine-thréonine kinase phosphoryle la région N-terminale
de la PSD-95, ce qui inhibe sa multimérisation et empéche le recrutement des récepteurs AMPA et
NMDA et inhiberait sa localisation a la synapse [Morabito et al., 2004]. A I'inverse, la phosphorylation
CamKII-dépendante de SAP97 (synapse-associated protein 97) en N-terminal favorise 1’adressage
de SAP97 a la synapse et son interaction avec la sous unité Glurl des récepteurs métabotropiques au
glutamate [Mauceri et al., 2004]. Des expériences de time-lapse (imagerie en temps réel) utilisant une
forme marquée fluorescente de PSD-95 ont mis en évidence un turn over rapide, néanmoins a une
vitesse plus faible que d’autres protéines comme Homerlc ou CamKII [Shen et Meyer, 1999 ; Okabe et al.,
2001 ; revue dans Inoue et Okabe, 2003]. Enfin, la PSD-95 et ses protéines partenaires sont sensibles aux

modifications dépendantes de I’activité, que l’on détaillera plus bas (INTRODUCTION [1.2.D).
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FIGURE 11 : PROTEINES DE LA DENSITE POST-SYNAPTIQUE D  UNE SYNAPSE
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Les principales protéines de la PSD sont représentées de maniere schématique. Les cercles violets indiquent les domaines
PDZ. Les interactions protéiques sont schématisées par le chevauchement des protéines représentées. Par souci de clarté
seulement une partie des interactions protéiques est ici représentée. Les domaines SH3 (cercles verts) et GK (cercles bleus)
de la protéine PSD-95 sont détaillés. La ligne en zigzag indique la palmitoylation de PSD-95. Les fleches indiquent les
régulations et les interactions entre les protéines de la PSD et le cytosquelette d’actine.

AKAP79, A-kinase anchor protein 79 ; AMPAR, AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5- methyl-4-isoxazole propionic acid)
receptor ; 8-PIX, PAAK-interactive exchange factor ; CaMKII alpha : alpha-subunit of Ca**/calmodulin-dependent protein
kinase IT ; GK, guanylate kinase-like domain ; EphR, ephrin receptor ; ErbB2, EGF-related peptide receptor ; GKAP,
guanylate kinase-associated protein ; GRIP, glutamate-receptor-interacting protein ; IP3R, IP3 receptor ; IRSp53, insulin-
receptor substrate p53 ; K ch, potassium channel ; LIN7, lin7 homologue ; LIN10, lin10 homologue ; mGluR, metabotropic
glutamate receptor ; NMDAR, NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptor ; nNOS, neuronal nitric oxide synthase ; PICK1,
protein interacting with C kinase 1 ; PSD-95, postsynaptic density protein 95 ; SER, smooth endoplasmic reticulum ; SH3,
Src homology 3 domain ; Shank, SH3 and ankyrin repeat-containing protein ; SPAR, spine-associated RapGAP ; SynGAP,
synaptic Ras GTPase-activating protein.

D’apres Kim et Sheng, 2004.
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b. Le spinosquelette et ses régulateurs

L'actine est un acteur-clé de I'architecture de I'épine dendritique dont le cytosquelette (spinosquelette)
est principalement constitué de filaments d’actine comme le montre la FIGURE 12. Cette architecture
sert de support au trafic des vésicules membranaires contenant les récepteurs aux neurotransmetteurs,
des ARN messagers ou encore a la machinerie traductionnelle. Les modifications du cytosquelette
d’actine sont a 'origine des modifications de morphologie des épines dendritiques. La téte de I’épine
concentre une grande quantité d’actine, sous forme d’un réseau dense organisé autour de filaments
de F-actine (actine filamenteuse). Ces filaments sont trés dynamiques et peuvent se réorganiser tres
rapidement par des cycles de polymérisation/dépolymérisation [Jonas et Duschl, 2010 ; Pollard et Borisy,
2003 ; Kessels et al., 2011]. Les filaments d’actine sont polarisés, avec une extrémité (+) capable d'une
polymérisation plus active que I'extrémité (-). Lorsque le taux de polymérisation a I'extrémité (+) est
égale au taux de dépolymérisation a I'extrémité (-) les filaments gardent une longueur constante. Cette
propriété appelée treadmilling est favorisée par la présence du complexe ADF/cofiline [Nishida et al.,
1984 ; Yonezawa et al., 1985] et constitue un mécanisme gouvernant la mobilité des épines dendritiques
les plus plastiques [Fischer et al., 1998]. D’autres protéines de liaison régulent la longueur des filaments
d’actine et sont impliquées dans la morphologie des épines dendritiques et/ou la fonction synaptique
(TaBLEAU 2). En particulier, I’actine lie la drébrine, dont I'isoforme A spécifiquement localisée aux
épines dendritiques, semble étre nécessaire a leur maturation [Sekino et al., 2007]. En effet, I'inhibition
de I'expression de la drébrine avec des siRNA perturbe 'accumulation de la PSD-95 dans les épines
dendritiques [Takahashi et al., 2003]. Au sein de I’épine dendritique, on distingue deux stocks d’actine :
un stock dynamique qui est localisé prés de la membrane synaptique et rapidement mobilisable pour
la polymérisation, et un stock plus stable au centre de la téte [Smart et Halpain, 2000 ; Matus et al., 2000 ; Rao
et Craig, 2000]. Le stock dynamique interagit avec les récepteurs membranaires situés a la PSD [Fischer
et al., 2000], notamment les récepteurs NMDA via la protéine adaptatrice a-actinine [Wyszynski et al.,
1998 ; Merill et al., 2007 ; Nakagawa et al., 2004] et les récepteurs AMPA par l'intermédiaire de plusieurs
protéines d’échafaudage comme la PSD-95 [Pak et al., 2001 ; Tada et Sheng, 2006] ; Abp1l [Haeckel et al.,
2008], PICK1 [Nakamura et al, 2011] ou la neurabine [Terry-Lorenzo et al., 2005]. Ce stock dynamique
d’actine serait impliqué dans la morphogenése de 1’épine et probablement aussi dans sa plasticité

(FIGURE 13).

Les microtubules sont aussi des acteurs de la modification des épines dendritiques : plusieurs études
ont montré que les microtubules ne sont pas confinés dans le corps dendritique mais peuvent
aussi polymériser dans les épines dendritiques dans des conditions physiologiques liées a I’activité
synaptique [Gu et al., 2008 ; Xu et al., 2008 ; Jaworski et al., 2009 ; Mitsuyama et al., 2008]. Ces microtubules
ont la particularité d’étre tres dynamiques et labiles et sont associés a des protéines différentes des
MAPs, appelées « plus-ends tracking proteins » (+TIPs) [Akhmanova et Hoogenraad, 2010]. Ces protéines
sont importantes dans la communication entre les microtubules labiles et le cytosquelette d’actine
[Basu et Chang, 2007 ; Rodriguez et al., 2003]. En particulier Jarwoski et al. [2009] ont montré que les MTs
labiles associés a EB3, une protéine +TIP, régule la plasticité et la morphologie des épines dendritiques.

Les épines dendritiques concernées représentent environ 1 % de la totalité des épines observées en
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utilisant de la tubuline marquée EGFP (Enhanced GFP) en imagerie TIREM (Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy) et la présence des MTs est transitoire (entre 20 secondes et 30 minutes)
[Viesselmann et al., 2008]. Néanmoins, 10 % des protrusions dendritiques dans ces neurones matures
(DIV63) présentent des MTs en l’espace d’une heure, ce qui suggere qu’une fraction importante

d’entre elles peuvent présenter des MTs sur une période de temps plus longue [Viesselmann et al., 2008].

Le spinosquelette est régulé par les protéines de la famille des petites GTPases : RhoA, Rac et Cdc42.
Leurs roles dans la stabilisation ou la déstabilisation des épines dendritiques et leur morphogenése est
semblable a celle décrite pour le cytosquelette des dendrites (INTRODUCTION .1.4). Racl favorise la
polymérisation de la F-actine et la stabilisation des filaments, donc des épines dendritiques en activant
la protéine kinase p21-activée (PAK) et la kinase LIMI (LIMKI), ce qui favorise la liaison de la cofiline
a la F-actine [Govek et al., 2005 ; Zhang et al., 2005 ; Meng et al., 2002]. Une forme constitutivement active de
Racl produit des épines dendritiques a la morphologie anormale et une dysfonction synaptique dans
les cultures primaires et des tranches d’hippocampe [Luo et al., 1996 ; Tashiro et al., 2000]. L’expression
d’'un dominant négatif de Racl dans des cultures primaires d’hippocampe diminue fortement
la densité des épines dendritiques [Zhang et al., 2003 ; Nakayama et Luo, 2000]. Ces données suggeérent
qu’il existe un taux d’activation optimal de Racl et que la régulation de la morphologie des épines
dendritiques passe par des petites variations de ce taux. De méme I’expression d’un dominant négatif
de la protéine Cdc42 empéche les changements morphologiques des épines dendritiques dans les
cultures primaires d hippocampe [Irie et Yamagushi, 2002]. A 'inverse, la protéine RhoA déstabilise les
épines dendritiques : sa surexpression dans des tranches d’hippocampe favorise a diminution de taille
et I’élimination des épines dendritiques [Tashiro et al., 2000]. D’autres protéines de cette famille sont
impliquées dans la régulation de la morphologie des épines dendritiques comme Ras et Rap [Zhu et al.,
2002]. Ces molécules sont régulées elles-mémes par des facteurs d’échange du GTP (Guanine Exchange
Factors - GEFs) et d’hydrolyse du GTP (GTPase Activating Proteins - GAPs), appartenant a une large
famille de plus de 60 protéines qui permettent de diversifier les voies de régulation des GTPases.
Les GTPases peuvent étre sous deux états : liée au GTP ou au GDP. La Kalirine-7 est une GEF qui
régule I’activité de Racl et de Cdc42, elle est 'une des seules exprimée dans le cortex de souris adultes
[Penzes et Jones, 2008]. Elle augmente la densité des épines dendritiques [Xie et al., 2007]. De maniere
intéressante, le knock down de la kalirine-7 est 1ié a des phénotypes rappelant la schizophrénie [Cahill
et al., 2009]. Tiam1 et  -PIX sont deux autres GEFs importantes dans la régulation de la morphologie
des épines dendritiques qui agissent sur Racl et Cdc42. Tiam1 a une activité dépendante des NMDAR
et médie I’action des récepteurs EphB dans le développement des épines [Tolias et al., 2007 ; Tolias et al.,
2005] ; B -PIX est également une cible des NMDAR et est régulé par la CamKI [Zhang et al., 2005]
(FIGURE 14). De nombreuses autres molécules sont impliquées dans le maintien de ’homéostasie des
épines dendritiques et régulent leurs changements de morphologie. Le TABLEAU 2 synthétise la grande
majorité des classes de protéines et molécules mises en jeu, ainsi que leurs fonctions en rapport avec

les épines dendritiques.
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FIGURE 12 : CYTOSQUELETTE D ACTINE DANS UNE EPINE DE TYPE THIN

Image en microscopie électronique montrant le cytosquelette d’actine d’'un neurone & DIV14. Dans linsert, le jaune
représente les microtubules et le violet la terminaison axonale faisant synapse.
Racz et Weinberg, 2012

FIGURE 13 : ORGANISATION DU SPINOSQUELETTE D ACTINE
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Les études en microscopie électronique avec des marquages des différentes ABP (Actin Binding Proteins) ont montré qu’il
existe des microdomaines dans I'organisation du spinosquelette. Les ABP sont réparties selon un gradient fonctionnel :
celles qui déstabilisent I'actine se trouvent a la périphérie tandis que celles qui la stabilisent se trouvent au cceur de I'épine
dendritique.

Image reproduite de Racz et Weinberg, 2013.
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FIGURE 14 : VOIES DE SIGNALISATION STABILISATRICES ET
DESTABILISATRICE DES EPINES DENDRITIQUES
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Représentation schématique des molécules qui régulent la plasticité de la morphologie des épines dendritiques. A gauche,
les voies qui ont déstabilisent les épines dendritiques et a droite les voies de signalisation qui favorisent I'élargissement et
le maintien des épines dendritiques.
D’apreés Penzes et Rafalovich, 2012.

TABLEAU 2 : ACTEURS MOLECULAIRES DE LA MORPHOLOGIE DES EPINES
DENDRITIQUES

Protéines de liaison a 'actine et leurs voies de signalisation

Protéine de nucléation

Wegner et al., 2008 ;

Arp2/3 complex Nécessaire a la croissance de la téte de I'épine dendritique. Hotulainen ef al., 2009

Nécessaire a la formation d’un filopode et régule la

DRF Dia2
RF3/ mDia formation du cou de I'épine dendritique.

Hotulainen et al., 2009

Protéines de régulation du complexe Arp2/3

Avtivateur d’ Arp2/3, régule la densité des épines

Cortactin dendritiques, lie Shank. Hering et Sheng, 2003

N-WASP Régule la densité des épines dendritiques. Wegner et al., 2008

WAVE-1 Régule la densité des épines dendritiques. Soderling et al., 2007
Abpl Augmente la densité des épines mushroom, agit via Shank. Haeckel et al., 2008

Facteur d’échange ADP/ATP

Stabilise la morphologie des épines dendritiques, favorise Ackermann et Matus,

Profiline leur formation sous I'effet de lactivité. 2003
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Dépolymérisation

ADE Cofiline

Régule la stabilisation et I'élargissement des épines
dendritiques pendant la LTP.

Hotulainen et al., 2009

Capping

Eps8

Inhibe la formation de filopodes BDNF-induite.

Menna et al., 2009

Cross-linking

Interagit avec de nombreuses protéines de la PSD (NR2B,

Hoe et al., 2009 ;

a-Actinine CAMI.QI). Son expression induit 1 glongahon des épines Robison et al., 2005
dendritiques qui sont plus fines (thinning).

Calponine SOI’l expression induit 1 elongat.lc?n des épines dendritiques Rami ef al., 2006
et 'augmentation de leur densité.

CaMKII B Indispensable a la maturation et la stabilisation des épines Okamoto ef al., 2007

induites par la LTP.

Neurabine I/

Indispensable a la maturation des épines ; membre de la

Terry-Lorenzo et al.,

spinophiline famille des LAP (leucine-rich repeat and PDZ). 2005
Régule le passage de filopode a épine dendritique en
Drebrine formant des clusters actine-dépendants, nécessaires au Takahashi et al., 2003 ;

recrutement et au clustering de PSD-95. Régule I'élongation
des épines dendritiques.

Ivanov et al., 2009

Moteurs moléculaires

Régule la morphologie de la téte et du cou de I'épine

i 52
Myosine ITb dendritique. Stabilise les épines mushroom. Ryu et al., 2006
Myosine V Nécessaire a la formation de I'épine dendritique Osterweil et al., 2005
Myosine VI Régule I'endocytose clathrine-dépendante des récepteurs Osterweil ef al., 2005

AMPA.

o/B/y-Adduccine

Régule la formation des complexes actine-spectrine,
nécessaire aux changements morphologiques et fonctionnels
LTP-induits ainsi que LTD-induits des épines dendritiques
dans I'hippocampe, agit selon son état de phosphorylation.
L ARNm de la $-Adduccine est retrouvé dans les dendrites.

Bennett et al., 1988 ;
Matsuoka et al., 1996,
1998, 2000 ; Porro
etal, 2010

PI-Spectrine

Régule la taille de la téte des épines dendritiques et leur
fonctionnalité. La surexpression du domaine de liaison a
I'actine de la BI-Spectrine dans des tranches d’hippocampe
augmente la taille de la téte des épines dendritique et
I'amplitude des EPSPs. Elle agirait via Rac3.

Nestor et al., 2011

Autres molécules du cytosquelette

Tubuline . . s . .
(microtubules Régulent la.m(')rphologle d.es. épines Flc?nd’rlthues via EB3 et Jaworski et al., 2009
. p140Cap, ainsi que la plasticité activité-dépendante.
dynamiques)
Role dans la formation et la maturation des épines
MAPI1B dendritiques a partir du stade filopodes. Agit sur les Tortosa et al., 2011

effecteurs RhoA et Racl.
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Protéine de liaison au GTP qui forme des polymeres

Septine nécessaires au maintien de la structure sous-membranaire Kinoshita et al., 2002
de la PSD.
Rdle mal connu, localise aux épines dendritiques matures

Vezatine des cellules pyramidales de 'hippocampe et régule la Danglot et al,, 2012

morphologie des épines dendritiques matures et la fonction
synaptique.

Molécules d’échafaudage et adaptatrices a la PSD

PSD-95 (SAP-90)

Principale protéine de la PSD, permet 'ancrage de
nombreuses protéines synaptiques avec lesquelles elle
interagit via son domaine PZD. La dynamique de son
adressage régule les changements morphologiques des
épines dendritiques et est impliquée dans leur maturation.
Elle est nécessaire a I'insertion des récepteurs AMPA, sa
surexpression provoque 'augmentation de la taille et de la
densité des épines dendritiques.

Ehrlich et Malinow,
2004, 2007 ; De Roo
et al., 2008

AKAP79/150

Protéine adaptatrice entre la PKA (Protein kinase A), PP1
(Protein phosphatase 1) et la PSD-95/SAP97.

Colledge et al., 2000

GKAP (Guanylate
Kinase- Associated
Protein)

Stabilise morphologiquement et fonctionnellement

les épines dendritiques en stabilisant les protéines
d’échafaudage de la PSD et favorise I'activité des NMDAR.
Agit via le moteur moléculaire DLC2 qui interagit avec le
cytosquelette d’actine et de microtubules. Sa fonction est
altérée dans la schizophrénie [Kajimoto et al., 2003], le
Trouble Obsessionnel Compulsif (TOC) [Welch et al., 2007]
et le retard mental lié a I'’X fragile [Schiitt et al., 2009].

Naisbitt et al., 1997 ;
Romorini et al., 2004 ;
Moutin et al., 2012

Shank1/2/3

Lient GKAP et Homer. Favorisent I'élargissement de la téte
des épines la maturation morphologique et fonctionnelle
des épines dendritiques.

Kim et Sheng, 2004 ;
Sala et al., 2001

Homer 1la

Variant d’épissage d Homer exprimé sous 'effet de I'activité
synaptique, qui inhibe la maturation des synapses lorsqu’il
est recruté par Shank.

Sala et al., 2003

Protéines du trafic membranaire

SNAP-25

Membre de la famille des SNARE. Régule la maturité
des épines dendritiques. La diminution de son
expression diminue le nombre d’épines dendritiques
morphologiquement et fonctionnellement matures. Elle
agit via la protéine adaptatrice p140Cap qui stabilise le
cytosquelette d’actine.

Tomasoni et al., 2013

Syntaxine 3 (ou
Syntaxine 4) (protéines
du complexe SNARE)

Favorisent I'élargissement des épines dendritiques. Régulent
I'exocytose des AMPAR durant la LTP.

Jurado et al., 2013 ;
Kennedy et al., 2010

EphB/syndecan-2

Induit la formation d’épines dendritiques, EphB recrute
syndecan2 qui a son tour recrute les vésicules synaptiques.

Ethell et al., 2000, 2001
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Molécules d’adhésion et de la matrice extracellulaire

N-cadhérines

Augmente la formation et la maturation des épines
dendritiques. Indispensable a la formation des épines
dendritiques chez les neurones jeunes, et a la maturation des
synapses chez les neurones matures.

Abe et al., 2004 ;
Bozdagi et al., 2000 ;
Kosik et al., 2005 ;
Nuriya et Huganir
2006 ; Tai et al., 2007 ;
Togashi et al., 2002

Favorise la formation de filopodes, son inhibition diminue

(Immelc(;mll(fbl line) le nombre de synapses. Agit sur le cytosquelette d’actine via | Kawakatsu et al., 2002
Hnogiobu Racl et Cdc42
Favorisent le recrutement de PSD-95, nécessaire a la
Neurolicines stabilisation des épines dendritiques. NLG3 et NLG4 sont Scheiffele et al., 2000 ;
& mutés chez des patients atteints de TSA [Yan et al., 2005]. Chih et al., 2005
Interagissent avec les Neurexines pré-synaptiques.
Contractor et al.,
Favorise I'élargissement des épines dendritiques en 2002;; Dalva et al.,
EphB/EphrineB recrutant les rﬁolécules de olp mérisation dcelz l'actine 2000 Irie et
POy ' Yamaguchi, 2004 ;
Grunwald et al., 2004
Favorise la rétraction des épines dendritiques. Exprimée
. seulement pendant le développement, role suggéré dans Grunwald et al., 2004 ;
EphA/EphrineA I'élimination des épines dendritiques. Régule la signalisation Murai et al., 2003
neurone-glie.
(a) Régule le remodelage des épines dendritiques. Son (a) Tian et al., 2007 ;
activation augmente la densité des épines de type thin Michaluk et al., 2011
MMPs (MMPO9) et filopodza-lzke, p.ou'r les épines forrr}e?§ de ;?ovo. (b) (b) Wang et al., 2008 ;
Nécessaire au maintien de la LTP et a I’élargissement de la Bozdagi et al., 2007 ;
téte des épines dendritiques sous I'effet de la LTP, pour les Wlodarczyk et al.,
épines déja existantes. 2011
Télencéphaline Favorise le maintien de I'épine dendritique dans I'état
(IC ij) filopode. Sa surexpression ralenti le développement des Matsuno et al., 2006
épines dendritiques et sa déplétion 'accélere.
Protéines de transport des ARN messagers et traduction locale
Réprime la traduction locale des ARNm dendritiques dans
I'épine dendritique, sa phosphorylation permet de lever
'inhibition. Elle participe également au trafic des ARNm
tal,?2 ;
FMRP et la régulation de leur traduction. Protéine mutée dans le Ceman et al., 2003

Fragile X Syndrom (FXS) ou il y a une augmentation des
épines dendritiques immatures, longues et tortueuses sur les
neurones glutamatergiques.

Kim et al., 2005
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TLS (Translocated in
Liposarcoma)

Protéine de liaison a ' ARN, transloquée dans les épines
dendritiques des neurones de 'hippocampe lorsque les
mGluR5 sont activés. Favorise la stabilité des épines
dendritiques. Un seul ARNm cible connu : Nd1-L qui
stabilise les filaments d’actine. Les souris TLS” ont une
densité d’épine dendritiques diminuée et de morphologie
anormale filopodia-like.

Fuji et al., 2005 ; Fuji et
Takumi, 2005

Staufen 1 et 2

Nécessaire a la formation et au maintien des épines
dendritiques de type mushroom et stubby. Permet le
transport dendritique de ' ARNm CamKII a. Impliqué
dans la plasticité des épines sous I'effet de la LTP NMDA-
dépendante.

Kanai et al., 2004 ;
Goetze et al., 2006 ;
Vessey et al., 2008 ;
Lebeau et al., 2008

elF4E, elF2A, elF4I1TA

Facteurs d’initiation de la traduction. Régulent la néo-
synthese protéique locale nécessaire aux changements
morphologiques des épines dendritiques. La dérégulation
d’eIF4E chez des animaux 4EBP KO est associée a des
déficits de type autistique via la traduction de la Neuroligine
1 [Gkogkas et al., 2013].

Kanai et al., 2004 ;

CYFIP1 (ou Specific
Racl-activated
protein- SRA1)

CYFIP1 fait partie de deux complexes intervenant dans la
régulation de la morphologie des épines dendritiques : 1)
FMRP1/eIF4E/PABP qui réprime la traduction d ARNm
spécifiques. 2) WAVE Regulatory Complex (NCKAP1/
WAVE1/ABI2/HSP300) qui régule le remodelage du
cytosquelette d’actine. Racl régule le passage de CYFIP1
d’un complexe a l'autre, sa translocation vers le complexe
WRC allant dans le sens du remodelage de la morphologie
des épines dendritiques. Son expression est diminuée chez
des patients autistes avec syndrome obsessionnel compulsif
[Nowicki et al., 2007]. CYFIP1 messenger RNA (mRNA)
et a été récemment impliqué dans la physiopathologie de la
schizophrénie [Tam et al., 2010 ; Zhao et al., 2012].

De Rubeis et al., 2013

Protéines kinases/phosphatases et leurs régulateurs

CaMKII a/p

Protéine sérine/thréonine kinase Ca**/calmoduline-
dépendante située a la PSD. Son état de liaison au Ca++
régule Iélargissement de la téte de I'épine induite par la LTP.

Asrican et al., 2007 ;
Yamagata et al., 2009

PTEN
(phosphatidylinositol-
3,4,5-triphsophate 3
phosphatase)

Régule la densité/morphologie des épines dendritiques, son
role est encore discuté : (a) PTEN augmente la densité des
épines dendritiques (b) PTEN ne fait pas varier la densité
mais augmente la densité des épines mushroom et stubby et
diminue celle des épines thin.

(a) Fraser et al., 2008 ;
Kwon et al., 2006 ;
Luikart et al., 2011 ;
Pun et al., 2012 ; Zhou
et al., 2009
(b) Haws et al., 2013
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GTPases et leurs régulateurs

L L1 ;
Diminue la densité des épines dendritique. Favorise la uo et al., 1996

RhoA . . L s . Nakayama, 2000 ;
rétraction des épines, et stabilise les épines courtes. Tashiro ef al., 2000
iy - . Luo et al., 1996 ;
Rac Augmente la densité des épines dendritiques. Nakayama, 2000
52
Augmenterait la densité des épines dendritiques. Role mal Scott et al 0(.)3
Cdc42 . - (chez Drosophila
compris dans les neurones de mammifere.
melanogaster)
Protéine de la famille des RhoGTPases. Favorise la
Rndl formatlo.n d’épines dendrltlgues et leur maturathn: L’a, . Ishikawa ef al., 2003
suppression de Rnd1 endogene augmente la densité d’épines
ayant une petite téte. Agit en inhibant RhoA.
La forme activée d’ARF6 régule la formation des filopodes
de maniere positive [Choi et al., 2006] ou négative Miyazaki et al., 2005 ;
[Miyazaki et al., 2005]. ARF6-GTP favoriserait le passage Choi et al., 2006 ;
ARF6 P Ao o .y
de filopode a I'épine dendritique de maniere Rac-1 Raemackers et al.,
dépendante: ARF6 permet I'endocytose de TLN qui est 2012
nécessaire a la maturation de I'épine dendritique.
Régule positivement la densité des épines dendritiques
de neurones d’hippocampe (modele in vivo et in vitro).
ARF4 Sa surexpression dans un modele animal de la maladie Jain et al., 2012

d’Alzheimer (NSE-apoE4) permet de rétablir la perte
d’épines dendritiques dans 'hippocampe via I’expression
d’ApoE4.

Facilite le remodelage du cytosquelette d’actine, via la voie
de signalisation Rac1/PAK. Les animaux KO montrent
Kalirin7 (Rac1/Cdc42 |une diminution de la densité des épines dendritiques, sa

Penzes et Jones, 2008 ;
Penzes et al., 2001 ;
Penzes et al., 2013 ; Xie

GEF) surexpression I'augmente. Son ARNm est diminué dans les :
. . o . et al., 2007 ; Kushima
cerveaux de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer et de
. (o et al., 2010
schizophrénie.
SynGAP régulerait de maniére négative la formation et la Pak et al., 2001 ;
SynGAP (RasGAP) / m’atur.atmn des épines [Vasque‘z et)c}l., 2904] en régulant Vazguez etal., 2004 ;
négativement Ras. SPAR favorise I'élargissement de la Kim et al., 1998 ;
RasSPAR (RapGAP) |, . o . .
téte des épines dendritiques, et la formation de synapses Krapivinsky et al.,
multiples [Pak et al., 2001]. 2004

Autres protéines/molécules

Augmentent la densité des épines dendritiques des neurones
Cuxl et Cux2 de la couche II - III du cortex. Favorisent la formation Cubelos et al., 2010
d’épines longues et fines (thin-like).

Régule négativement le développement des épines
miR-134 dendritiques en inhibant la traduction de Limk1. Sa Schratt et al., 2006
surexpression cause une diminution du volume des épines.
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C. Morphogenese des épines dendritiques

Les épines dendritiques sont modelées en fonction des expériences sensorielles et maintenues a 1’age
adulte pour la plupart au sein de synapses. Elles sont trés mobiles et dynamiques, et cela reflete la
nature plastique des synapses du cerveau [Matus, 2000 ; Lendvai et al., 2000 ; Zuo et al., 2005 ; Holtmaat et al.,
2005]. A celles formées au cours du développement du cerveau aprés la naissance, s’ajoutent des épines
nouvellement formées qui vont constituer des synapses fonctionnelles et remplacer celles qui ne sont
plus électrophysiologiquement actives [Holtmaat et al., 2006 ; Engert et Bonhoeffer, 1999 ; Nigerl et al., 2007 ;
De Roo et al., 2008 ; Keck et al., 2008].

Une question récurrente dans 1’étude de la spinogenése est la chronologie des évenements au niveau
moléculaire qui donnent naissance a une épine dendritique, ou les chronologies, en supposant qu’il
existe plusieurs voies aboutissant a la formation d’une épine dendritique. Pour cela les techniques
d’imagerie a haute résolution (microscopie confocale, STED ou microscopie bi-photonique) sont des
outils de choix étant donné la taille des épines dendritiques dont le cou peut faire jusqu’a 30 nm de
largeur. Ces techniques sont encore peu utilisées sur des neurones vivant en time-lapse. Elles sont
nécessaires pourtant pour évaluer la dynamique de la formation, du remodelage et de I’élimination
des épines dendritiques en temps réel et particuliérement informatives lorsqu’elles sont couplées a une
analyse en ME pour comparer la spinogenése et la synaptogenese qui sont la plupart du temps liées
[Trachtenberg et al., 2002 ; Zito et al., 1999]. Les données actuelles en imagerie super résolutive suggeérent
qu’il existe différents modeles de spinogenese et qu’au sein d’une méme cellule plusieurs modeles
pourraient coexister [Yuste et Bonhoeffer, 2004]. Trois modeles principaux de spinogenese sont proposés
dans la littérature : 1) le modeéle de Sotelo [Sotelo, 1978], 2) le modéle de Miller/Peters [Miller et Peters,
1981], 3) le modéle filopodial [Dailey et Smith, 1996] (FIGURE 15).

a. Lemodéle de Sotelo

Ce modele est basé sur I’observation des cellules de Purkinje du cervelet. Les épines se forment a partir
de la dendrite, selon un programme cellulaire indépendant de la présence d’une terminaison axonale
en regard [Yuste et Bonhoeffer, 2004]. Ce modele morphogénique se vérifie dans plusieurs modeles
animaux : au niveau des dendrites des cellules de Purkinje chez les animaux n’ayant pas de cellules
a grains qui normalement font synapse avec les premiéres (souris mutantes weaver) [Rakic et Sidma,
1973 ; Hirano et Dembitzer, 1973 ; Sotelo, 1975 ; Landis et Reese, 1977] ; chez les animaux ou la migration des
cellules du cervelet est perturbée et ot 'on trouve des cellules de Purkinje ectopiques sans contacts
pré-synaptiques dendritiques (souris mutantes reeler) [Caviness et Sidman, 1972 ; Caviness et Sidman, 1973 ;
Mariani et al., 1977] ; enfin chez des rats irradiés aux rayons X qui perturbent le développement des
cellules a grains [Altman et Anderson, 1972 ; Sotelo, 1977]. Dans ces trois modeles, on trouve des épines

dendritiques a la morphologie apparemment normale et ayant une PSD.

b. Le modeéle de Miller/Peters

Ce modele est basé sur ’observation de la spinogenése dans les neurones pyramidaux de I’hippocampe,
ou les épines dendritiques apparaissent aprés la naissance dans de nombreuses espéces. Elles

apparaissent au cours de la premiére semaine post-natale dans le cortex de rat et continuent de se
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développer durant les 4 semaines suivantes [Miller, 1988]. Ce modele propose trois étapes dans la
formation des épines dendritiques : 1) un contact synaptique se forme sur la dendrite ol apparait une
petite excroissance de type stubby, 2) le compartiment pré-synaptique se différencie avec accumulation
de vésicules contenant des neurotransmetteurs, 3) I’épine stubby évolue vers le type thin ou mushroom
avec un cou identifiable. Cela se vérifie particulierement dans le cortex visuel chez la souris ou les
synapses se forment majoritairement sur des stubby a P12 puis sur des épines ayant un cou a P21
[Bratenberg et Schiiz, 1991]. Des observations en ME (microscopie électronique) ont permis de vérifier
cette séquence chez des rats aux ages P3,6,9,12,15 et 21 et dans le cortex visuel de macaques d’une
semaine [Mates et Lund, 1983]. Ce modéle semble particuliérement adéquat dans les premiers stades
du développement [Pokorny et Yamamoto, 1981 ; Crain et al., 1973 ; Cotman et al., 1973 ; Juraska et Fifkova,
1979 ; Markham et Fifkova, 1986]. Ce modele, aussi appelé « modeéle d’induction axonale » par d’autres
équipes [Hamori, 1973 ; Mates et Lund, 1983 ; Bratenberg et Schiiz, 1991] donne une place importante a la
terminaison axonale contrairement au modéle de Sotelo. Ces différences peuvent étre dues au type

neuronal observé.

Plusieurs données viennent nuancer le modeéle proposé par Miller et Peters : plusieurs études ont
montré que les épines dendritiques peuvent se former a partir de dendrites de maniére spontanée
[Marrs et al., 2001 ; Dailey et Smith, 1996 ; Nigerl et al., 2007 ; Engert et Bonhoeffer, 1999 ; Parnass et al., 2000]. Dans
certains cas, les épines dendritiques peuvent apparaitre sans former initialement de synapse sous la
stimulation d’ondes théta in vivo dans la région CA1 de ’hippocampe de souris adultes, ces épines
font ensuite synapse préférentiellement avec des boutons axonaux déja présents, formant des boutons

multi-synaptiques [Nigerl et al., 2007 ; Engert et Bonhoeffer, 1999].

c. Le modeéle filopodial

Les filopodes sont de fines structures qui naissent des dendrites, avec un diameétre inférieur a 0.3 um
et peuvent atteindre une longueur de 40 um, ils n’ont pas de téte ce qui permet de les distinguer des
épines dendritiques. Ils sont beaucoup plus mobiles et dynamiques que celles-ci, dans ’hippocampe les
filopodes apparaissent et se rétractent de maniére continuelle avec une demi-vie d’environ 10 minutes
[Dailey et Smith, 1996 ; Zuo et al., 2005 ; De Roo et al., 2008]. On en distingue deux types : 1) ceux qui
participent a la dendritogenese, 2) ceux qui participent a la spinogenése [Portera-Cailliau et al., 2003].
Nous nous intéresserons ici a ces derniers. Les filopodes sont nombreux durant le développement [Ziv
et Smith, 1996 ; Berry et Bradley, 1976 ; Miller et Peters, 1981 ; Dailey et Smith, 1996 ; Saito et al., 1992] ; a l’ége adulte
ils sont encore présents dans le cerveau, mais dans des contextes physiologiques particuliers comme
I'induction de la plasticité suite a I’apprentissage, ou pathologiques, dans les phases de régénération
apres un traumatisme neuronal ou suite a une ischémie” [Maletic-Savatic et al., 1999 ; Jourdain et al., 2003 ;
Ruan et al., 2008 ; Purpura, 1974]. Le modele filopodial stipule que les filopodes évoluent vers des épines
dendritiques lorsqu’ils rencontrent un bouton axonal, une fois le contact établi, le filopodes se rétracte
verrouillant ainsi le bouton axonal vers la dendrite, puis évolue vers une épine dendritique, aboutissant

a une synapse [Vaughn, 1989 ; Ziv et Smith, 1996 ; Maletic-Savatic et al., 1999 ; Marrs et al., 2001 ; Trachtenberg

2. Ischémie : Diminution de ’apport sanguin a un organe. Elle entraine la baisse de 1'oxygénation des tissus et
I’altération, voire I’arrét, des fonctions de l'organe.
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et al., 2002 ; Zuo et al., 2005 ; De Roo et al., 2008 ; Portera-Cailliau et al., 2003]. Ce mod¢éle est controversé,
différentes études ayant abouti a des résultats qui semblent contradictoires. Plusieurs études montrent
par des expériences d’imagerie que les filopodes peuvent se stabiliser [Ziv et Smith, 1996 ; Dailey et Smith,
1996 ; Maletic-Savatic et al., 1999 ; Portera-Cailliau et al., 2003], et former des synapses [Fiala et al., 1998 ; Vaughn
et al., 1974 ; Saito et al., 1997]. Un type intermédiaire entre le filopode et I’épine est décrit dans d’autres
expériences d’imagerie confocale en time-lapse : la proto-épine qui a les propriétés dynamiques de
I'un (le filopode) et la stabilité (jusqua 22 heures) de l'autre (I'épine) [Dailey et Smith, 1996 ; Ziv et
Smith, 1996] ; seules les proto-épines formant un contact avec un bouton axonal évoluent vers I’épine
dendritique et vers une synapse, néanmoins la fonctionnalité de celles-ci n’a pu étre testée dans ces
travaux. Un autre argument en faveur du role des filopodes dans la spinogenése et la synaptogeneése
est leur capacité a « explorer » leur environnement ce qui pourrait étre le mécanisme utilisé durant le
développement pour le choix des partenaires pré-synaptiques d’un neurone [Yuste et Bonhoeffer, 2004].
Ils sont manifestement capables de « distinguer » les axones issus de cellules glutamatergiques et ceux
issus des neurones GABA-ergiques, puisqu’un filopode ne fait jamais de contact méme transitoire avec
un axone GABA-ergique [Lohman et Bonhoeffer, 2008]. Cela suggére donc que les filopodes sont capables
de reconnaitre leurs potentiels partenaires via des molécules de reconnaissance ou de signalisation.
La formation ultérieure d’une PSD a I’endroit de ces contacts transitoires n’est pas encore démontrée.
Néanmoins, seuls 10 a 20 % de ces contacts évoluent de la sorte, le reste disparaissant au cours des
jours suivants [Zuo et al., 2005 ; De Roo et al., 2008]. Il n’y a pas a ce jour d’expérience similaire sur
un circuit neuronal immature encore en développement : les arborisations dendritiques et le circuit

axonal étant moins développés, la probabilité de contact entre un axone et une dendrite est plus faible.

On observe des filopodes sur des neurones qui ne développent pas d’épines dendritiques une fois
matures [Mason, 1983 ; Wong et al., 1992 ; Linke et al., 1984]. Certain neurones de I’hippocampe développent
des filopodes mais aucune de ces structure ne fait contact avec un bouton axonal [Linke et al., 1984]. Enfin,
une étude récente de time-lapse in vivo dans le cortex de souris montre que des épines dendritiques se
forment en quelques secondes en réponse au décageage du glutamate. Ces épines passent par la forme
stubby et évoluent éventuellement vers le type mushroom sans passer par le stade filopodes [Kwon et
Sabatini, 2011]. Les auteurs suggerent que c’est un mécanisme de régulation du circuit neuronal local
par l’activité. Il semble donc que les filopodes puissent étre des précurseurs des épines dendritiques
dans certains cas : néanmoins la majorité des filopodes n’évoluent pas vers une épine et les épines
dendritiques ne se développent pas toutes a partir d’un filopode. Ceux-ci interviennent dans le choix
des partenaires pré-synaptiques en augmentant I’échantillonnage des axones par les dendrites grace a

leur mobilité.
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FIGURE 15 : LES TROIS MODELES DE SPINOGENESE

a Sotelo model

N N 0

b Miller/Peters model

~N 3 % 3

¢ Filopodial model
T ——— T ——,— e —,,,

Q )

Schéma des étapes de la spinogenese proposées par les trois principaux modeles.
D’apreés Yuste et Bonhoefter, 2004.

d. Vers un modele de spinogenése unifié

Les différents modeles ne sont pas exclusifs les uns des autres, et on peut supposer qu’au sein d’un
méme neurone plusieurs voies de spinogenese puissent coexister. Garcia-Lopez et al. proposent un
modele unique pour le développement des épines dendritiques. L’étude prend en compte le fait que
les travaux ayant mené aux trois modeles morphogénétiques ne sont pas complétement comparables
car ils utilisent des modeles cellulaires (in vivo et in vitro) a différents stades du développement ou a
’age adulte [Garcia-Lopez et al., 2010]. Ces auteurs proposent trois modes de spinogenese classés selon
I’ordre chronologique : 1) au tout début de la spinogenese (E15 chez la souris, [Hinds et Hinds, 1976])
des densités synaptiques dendritiques peuvent évoluer vers une épine dendritique au contact d’une
terminaison axonale. Durant cette période embryonnaire les axones peuvent facilement entrer en
contact avec les dendrites ou les synapses sont encore rares, 2) pendant la premiére semaine apres la
naissance, de nombreux filopodes apparaissent et leur contact avec des terminaisons axonales favorise
leur évolution vers I’épine dendritique, formant ainsi une synapse. C’est a ce stade que 1’on voit des
filopodes se développer sur la téte d’épines pré-existantes [Dailey et Smith, 1996] et ’apparition de
boutons axonaux recevant plusieurs épines dendritiques (MultiSynaptic Buttons, MSBs). Durant cette
phase, ’espace intercellulaire diminue dans le neuropile® et les filopodes pourraient étre un mécanisme
optimisant le recrutement des terminaisons axonales pour former de nouvelles synapses [Larramendi,
1969 ; Fiala et al., 1998] et par la méme occasion augmenter « virtuellement » le volume dendritique en
agissant comme un dendrite temporaire [Ziv et Smith, 1996], 3) chez les souris plus agées (P19) et chez

les adultes [Juraska et Fifkova, 1979], ainsi que dans les tranches organotypiques d’hippocampe (12 jours

3. Neuropile : réseau intercellulaire constitué des prolongements neuronaux et gliaux.

37



de culture)[Toni et al., 2001 ; Hering et Sheng, 2001 ; Benavides-Piccione et al., 2002], les épines dendritiques
qui font contact avec des boutons axonaux maturent. Ces trois voies de spinogenése semblent
avoir une fenétre temporelle spécifique ol I'un des modes peut étre prédominant. La diversité des
structures dendritiques formant des synapses : épines dendritiques, filopodes, proto-épines, reflete
la difficulté d’interprétation des résultats expérimentaux et explique que certains puissent apparaitre

contradictoires.

D.Dynamique des épines dendritiques dans la plasticité synaptique

a. Les différentes formes de plasticité

La plasticité synaptique se définit comme la capacité d’une synapse a étre plus ou moins stable au
cours du temps, en réponse a une augmentation ou une diminution de son activité, respectivement
[Hughes, 1958]. C’est ce qui sous-tend la capacité du cerveau a pouvoir garder une trace des expériences
vécues. La plasticité synaptique a également un role dans le développement précoce du cerveau et
de nombreuses études montrent que des défauts de plasticité synaptiques ont un role central dans

plusieurs troubles neuropsychiatriques.

Il existe différents types de plasticité que ’on peut catégoriser en : plasticité au cours du développement
et plasticité du cerveau mature ou adulte ; néanmoins des mécanismes similaires existent dans les deux
cas [Knafo et Esteban, 2012]. On différencie la plasticité synaptique de la plasticité non-synaptique. La
plasticité non-synaptique se réfere aux changements qui ont lieu en dehors de la synapse [Debanne et al.,
1996]. Nous allons nous concentrer sur la plasticité synaptique : brievement sur celle du compartiment
pré-synaptique et plus longuement sur celle du compartiment post-synaptique. La multiplicité des
roles attribués a la plasticité synaptique se reflete dans la diversité des types de plasticité décrits jusqu’ici
et des mécanismes qui les sous-tendent. Cette plasticité peut étre soit potentialisée soit diminuée, par
exemple par l'activité neuronale, et ces phénomenes s’expriment sur des échelles de temps variées :

entre la milliseconde et I’heure, le jour ou encore plus longtemps pour la mémoire a long-terme.

i. La plasticité a court-terme

Elle est induite par de courts trains de potentiels d’action (PA), aboutissant a la modification de
la probabilité d’exocytose de vésicules contenant le neurotransmetteur. Ce type de plasticité a été
initialement décrit pour des organismes peu développés comme 1’Aplysia [Kandel et Tauc, 1965]. Pour
les mammiferes, si les signaux ne sont pas suffisamment éloignés (< 500ms), il y a deux possibilités :
soit cela augmente la transmission synaptique (potentialisation), soit cela la diminue (dépression).
L’augmentation de I’amplitude de la réponse est due au Ca?* résiduel de la premiere impulsion, auquel
viendra s’ajouter le Ca** du deuxiéme PA. Cette augmentation de Ca** peut agir sur d’autres protéines
du compartiment pré-synaptique, amenant a une facilitation de la transmission des influx nerveux
[Magleby et Zengel, 1982 ; Zucker et Regehr, 2002]. Dans le cas d’une dépression, le mécanisme a I'origine
de ce phénomeéne est d’abord la déplétion des stocks de vésicules synaptiques prétes a étre subir une
exocytose. Un deuxieme mécanisme est1’action des neuromodulateurs qui agissent sur le compartiment

pré-synaptique. Ils sont libérés par exocytose par la cellule post-synaptique, la cellule pré-synaptique
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ou d’autres cellules voisines, comme les cellules gliales, ce qui va aboutir a I'inhibition de la machinerie
pré-synaptique et la désensibilisation des récepteurs post-synaptiques. Ces neuromodulateurs sont de
plusieurs types : le glutamate, le GABA, la dopamine, ’oxytocine, ’acide nitrique (NO) ou encore
le BDNF [Naggapan et Lu, 2005 ; Pitler et Alger, 1992 ; Zilberter, 2000 ; Zilberter et al., 1999]. L’équilibre entre
potentialisation et déplétion dépend de la probabilité initiale de libération des vésicules de NTs. Dans
les synapses a forte probabilité initiale de libération c’est le mécanisme de déplétion qui domine, et la

potentialisation dans les synapses a faible probabilité de libération.

ii.  La plasticité a long-terme

Il y a globalement, trois types de plasticité a long-terme : 1) la LTP et LTD, qui sont de loin les mieux
connues car les plus étudiées, 2) la plasticité homéosynaptique 3) la méta-plasticité. Contrairement
a la plasticité a court-terme, la plasticité a long-terme s’étend sur plusieurs heures, jours, voire des

années. Elle sous-tend principalement les processus d’apprentissage et de mémoire.

La LTP

La LTP conduit a deux phénomeénes : 1) a la formation de nouveaux contacts synaptiques surtout
durant la phase de développement du cerveau, 2) le renforcement de ceux qui existent, ce qui entraine
une augmentation prolongée de la transmission synaptique. La LTP est tres liée au remodelage
morphologique des épines dendritiques qui peuvent s’élargir en quelques minutes (FIGURE 16). Elle
comprend deuxphases. La premiere, dite phase précoce (early-LTP,E-LTP) durede 1 a3 heures. LaE-LTP
est classiquement induite par une seule stimulation a haute fréquence et requiert la phosphorylation
de protéines déja présentes aux synapses et I'insertion de récepteurs glutamatergiques de type AMPA a
la membrane de I’épine dendritique [Shi et al., 2009]. La deuxieme, dite phase tardive (late-LTP, L-LTP),
nécessite plusieurs stimulations a haute fréquence. Elle est associée a la formation de nouvelles synapses
et la synthése de nouvelles protéines. Le mécanisme qui sous-tend cette plasticité peut étre résumé
comme suit : I’arrivée d’un potentiel d’action a la membrane pré-synaptique entraine la libération de
glutamate a la fente synaptique. L’activation des récepteurs NMDA par I’action conjointe du glutamate
et de la dépolarisation de la membrane post-synaptique permet I’entrée de Ca** et l’activation de
plusieurs cascades de signalisation intracellulaires. Ces voies de signalisation impliquent un grand
nombre de protéines kinases, dont la plus importante, la CaMKII. Cela va aboutir a une augmentation
de la conductance des récepteurs AMPA situés a la synapse, et de leur incorporation par fusion
des vésicules intracellulaires contenant ces récepteurs a leur surface avec la membrane de I’épine
dendritique [Knoblosh et al., 2008] (FIGURE 16). Les nouveaux récepteurs AMPA sont stabilisés grace
a l'interaction de leur domaine TARP (Transmembrane AMPA Receptor Protein) avec les molécules
contenant le domaine PDZ comme la protéine PSD-95 par exemple. Les récents travaux de Daniel
Choquet montrent que la diffusion latérale de ces récepteurs participe aussi a I’augmentation de leur
densité a la synapse en permettant leur capture (trapping) dans les nanodomaines synaptiques dont
la mobilité est plus faible [Opazo et Choquet, 2011]. En paralléle, plusieurs structures sont modifiées
conduisant a 'augmentation de la taille de la téte de 1’épine dendritique et de la PSD, on a alors une

augmentation de la zone active post-synaptique. Le maintien de ces changements pour une durée
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dépassant plusieurs heures ne peut se faire que grace a I’activation de la transcription et a la synthese

protéique locale de novo, source nécessaire des protéines indispensables aux mécanismes décrits.

La LTD

La LTD dépendante de l’activation des récepteurs NMDA peut étre expliquée selon le mécanisme
suivant : 'arrivée d’un PA a la cellule pré-synaptique va engendrer une augmentation faible de la
concentration en Ca** au niveau post-synaptique et avoir pour effet d’activer non pas les protéines
kinases mais les protéines phosphatases, au sein de I’épine dendritique [Winder et Sweatt, 2001 ; Song et
Huganir, 2002]. Le ou les mécanisme(s) impliqués restent largement méconnus, mais un des mécanismes
possible est que les récepteurs AMPA se dissocient de la PSD causant leur déplacement vers les
extrémités de celles-ci ou ils sont ensuite internalisés par endocytose via les mécanismes dépendant
de la clathrine et de la dynamine [Blanpied et al., 2002 ; Groc et al., 2004]. Plusieurs études ont montré
les éléments de cette machinerie d’endocytose sont des cibles de protéines phosphatases [Lai et al.,
1999 ; Slepnev et al., 1998], ou encore les sous-unités des récepteurs AMPA eux-mémes [Ehlers, 2000],
soulignant ainsi I'importance de I’activation des phosphatases dans la LTD. La diffusion latérale des
AMPAR est augmentée dans la LTD a I'inverse de la LTP. C’est un des mécanismes de déplétion des
AMPAR de la synapse : leur déplacement vers les zones extra-synaptiques d’endocytose est favorisée
[Groc et Choquet, 2006 ; Newpher et Ehlers, 2009]. Peu d’études se sont penchées sur les mécanismes qui
permettent de maintenir sur de longues durées les changements induits par la LTD, néanmoins, on
sait qu’il y a une diminution de la taille des épines dendritiques et certaines épines mushroom passent
au type thin [Zhou et al., 2004] du fait de la diminution du nombre de récepteurs AMPA ala PSD et de
la réorganisation de celle-ci. De la méme maniére que pour la LTP, la synthése protéique pourrait étre

nécessaire au maintien de la LTD [Pfeiffer et Huber, 2006] (FIGURE 16 ET FIGURE 17).
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F1GURE 16 : LTP ET LTD DEPENDANTES DES RECEPTEURS NMDA DANS LA
REGION CA1
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A) Hlustration du protocole de LTP/LTD dans la région CA1. La force d’une synapse est définie par la valeur de la pente a
lorigine du potentiel post-synaptique d’excitation (fEPSP). Les deux graphes représentent ces valeurs au cours du temps.
La LTP est provoquée par une stimulation tétanique (100hZ pendant 1sec, fleche noire). La LTD est provoquée par une
stimulation basse fréquence (5 Hz pendant 3 min, deux fois ; fleche blanche)

B) Schéma d’une tranche d’hippocampe de cerveau murin (SC : collatérales de Schaffer ; MF : fibres moussues) montrant
I'emplacement des électrodes pour I'étude de la plasticité de la région CA1 (Stim : électrode stimulatrice, Rec : électrode
d’enregistrement.

C) Mod¢le de transmission synaptique, a gauche dans le cas d’'une excitation et a droite dans le cas d'une dépolarisation,
montrant les événements qui s'en suivent.

Image reproduite de Citri et Malenka, 2008.
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FIGURE 17 : MODELE DU TRAFIC DES RECEPTEURS AMPA DURANT LA LTP
ET LTD
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En haut, trafic a I'état basal entre la membrane synaptique et les compartiments intracellulaires. La zone d’endocytose/
exocytose se trouve latéralement par rapport a la PSD, les récepteurs diffusant latéralement entre les deux zones. Les
récepteurs endocytés pouvant étre recyclés a la PSD.

Suite a la LTP (en bas a gauche) 'exocytose des récepteurs AMPA augmente sous I'action de la kinase CaMKII et la
protéine Rabl1la. Suite a la LTD (en bas a droite), on observe une augmentation de I'endocytose des récepteurs AMPA
selon une voie Ca** dépendante, impliquant les phosphatases calcineurines et PPL

Image reproduite de Citri et Malenka, 2008.

ili. La métaplasticité

Il s’agit d'un niveau de plasticité ot1]’activité synaptique n’a pas d’effet direct sur la plasticité synaptique.
Elle est appelée « plasticité de la plasticité » [Abraham et Bear, 1996 ; Bear et al., 1987], la forme la mieux
étudiée est celle concernant la LTP ou LTD, ot le seuil pour I'induction de I'une ou I’autre change suite
a une LTP ou LTD précédente. Par exemple dans I’hippocampe, I’activation répétée des récepteurs
NMDA qui n’aboutit pas a une LTP ni a une LTD peut néanmoins changer le seuil de son activation
de telle sorte a ce que la LTP devienne encore plus improbable a la synapse en question et a ce que la
LTD soir facilitée [Huand et al., 1992 ; Wang et Wagner, 1999]. Un rdle potentiel de ce type de plasticité a
été montré in vivo dans le cortex visuel, et pourraient expliquer la dominance oculaire observée lors

d’expériences de manipulation de I’environnement visuel [Philopt et al., 2001, 2003 et 2007].
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iv.  La plasticité homéostatique

La plasticité homéostatique (ou synaptic scaling), encore peu connue, concerne l’ensemble des synapses
d’un méme neurone. Théoriquement, la plasticité dépendante de ’activité comme la LTD ou la LTD
peuvent amener le circuit neuronal vers une activité épileptique ou vers un état de dépression totale.
Elle permet de faire face a des effets potentiellement dangereux des mécanismes de plasticité a long-
terme en jouant sur ’ensemble des synapses impliquées dans la transmission nerveuse au sein d’un
méme neurone [Turrigiano et Nelson, 2004]. Elle a lieu lorsque 1’activité du circuit est trés élevée ou tres
basse pendant des temps longs (12h a 24h). Une activité diminuée due au blocage de l'activité pré-
synaptique va avoir pour conséquence une augmentation de le seuil d’activation de toutes les épines
excitatrices, alors qu’une augmentation de l’activité, en général due a une diminution de I’inhibition,
va diminuer la force de toutes les épines [Turrigiano et al., 1998]. De maniére intéressante, les forces
relatives des épines d’'un méme neurone restent les mémes, alors méme que le signal global est
significativement modifié. Les mécanismes responsables de ce type de plasticité sont trés peu connus ;
cependant on sait qu’il y a un changement dans le nombre de récepteurs AMPA et NMDA a la surface
synaptique [Perez-Otano et Ehlers, 2005 ; Turrigiano et Nelson, 2004 ; Watt et al., 2000] et probablement des
changements pré-synaptiques [Burrone et Murthy, 2003 ; Burrone et al., 2002]. Les facteurs essentiels a
ce type de plasticité seraient secrétés par d’autres types cellulaires que les neurones. Deux ont été
identifiés : le TNFa (Tumor Necrosis Factor ) a partir des cellules gliales, qui semble étre nécessaire a
I’augmentation de récepteurs AMPA a la synapse suite a plusieurs épisodes de dépression de I’activité
[Beattie et al., 2002 Stellwagen et al., 2005 ; Stellwagen et Malenka, 2006], et le BDNF qui a un effet inverse,
aboutissant a une diminution de la force des synapses dans le cas ou il y a une trop forte activité

soutenue dans le temps [Rutherford et al., 1998].

b. Le role de la plasticité morphologique des épines dendritiques

Les épines dendritiques sont donc des entités dynamiques qui continuent a évoluer tout au long de la

vie, dans le cadre d’un processus de développement, et en réponse a ’activité du réseau.

i. Influence du volume de la téte d’une épine dendritique

Une propriétés importantes de la PSD est sa capacité a s’adapter au changement : sa structure et sa
composition sont modifiés par des stimuli externes ou par l’activité synaptique et le turn over de ses
protéines constitutives est relativement élevé [Star et al., 2002 ; Inoue et al., 2003]. Des échanges rapides a
I’état basal, de protéines de la PSD se font également entre épines dendritiques voisines [Tsuriel et al.,
2006]. Plusieurs études ont montré que les épines pouvaient subir des changements morphologiques
importants sous différents stimuli et montrent un lien étroit entre le volume de la téte des épines
dendritiques et les modifications de I’activité synaptique [Matsuzaki et al., 2004 ; Ostroff et al., 2002 ; Zhou
et al., 2004 ; Kopec et al., 2006].

La microscopie électronique, a permis de faire des mesures tres précises de différents parametres
importants pour la classification des épines dendritiques : de la taille de la zone pré-synaptique, de la
composition de la zone post-synaptique (PSD), de la longueur du cou et du diametre de I’épine. La

taille du cou ne corréle pas tres bien avec celle de la téte. Néanmoins, il a une corrélation tres nette
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entre la taille de la PSD et le volume de la téte [Harris et al., 1992], ou bien le nombre de récepteurs
AMPA ala PSD [Baude et al., 1995 ; Matsuzaki et al., 2001 ; Takumi et al., 1999]. La présence des récepteurs
AMPA et leur dynamique a la PSD sont des facteurs particuliérement importants dans la LTP et LTD.
Le lien entre la taille de la téte de I’épine et la sensibilité au glutamate a été montrée par les travaux de
I’équipe de Kasai, en utilisant le décageage du glutamate et un microscope bi-photonique : cela permet
I’étude des épines dendritiques de maniere individuelle au cours du temps, tout en excitant une épine
de maniére locale [Matsuzaki et al., 2001]. Ainsi, plus I’épine a une téte volumineuse plus la réponse post-

synaptique sera intense [Matsukazi et al., 2001 ; Kasai et al., 2003 ; Kopec et al., 2006].

ii. = Changements morphologiques de la téte de I’épine dendritique et
LTP ou LTD

Le volume de la téte des épines dendritique augmente sous ’effet de la LTP, et décroit avec la LTD
[Maravall et al., 2004 ; Matsuzaki et al., 2004 ; Zhou et al., 2004], ce qui est conforme a I’observation que le
nombre d’épines mushroom augmente suite a une stimulation a haute fréquence [Edwards, 1995 ; Buchs
et Muller, 1996 ; revu dans Dhanrajan et al., 2004]. Cette augmentation de la taille de la téte, est parallele
a "augmentation de la translocation de polyribosomes dans ce compartiment [Ostroff et al., 2002], en
provenance du shaft dendritique ou la plupart de ces organelles se trouvent avant la stimulation. La
morphologie de I’épine dendritique a également un impact sur sa capacité a retenir et stabiliser les
protéines liées a la plasticité. Les épines mushroom sont plus efficaces pour intégrer les sous-unités
GluAl que les autres types d’épines dendritiques [Matsuo et al., 2008]. Ces sous-unités particulierement
dans la LTP [Zamanillo et al., 1999] Les épines stubby sont plus enclines a exprimer GluA1l au niveau
des synapses apres une stimulation de type LTP, que les épines thin, en raison d’un meilleur couplage
entre la téte et la dendrite d’origine [Korkotian et Segal, 2007]. Toutefois, d’autres études ont montré
que des épines thin, avec un cou plus long et donc une téte plus isolée, retiennent mieux la F-actine
suite a plusieurs stimulations par décageage de glutamate. Elles subissent ainsi plus facilement des

agrandissements de leurs tétes que les épines mushroom [Honkura et al., 2008].

ili. Changements morphologiques induits par I’apprentissage

L’activité neuronale a pour conséquences l'augmentation du trafic intracellulaire, I’activation de
certaines voies de signalisation (phosphorylations, activation de protéines, etc) qui sous-tendent
la plasticité synaptique nécessaire a l’apprentissage, la mémoire ou encore la modification des
comportements pour s’adapter a I’environnement [Malenka et Nicoll, 1999 ; Kessels et Malinow, 2009].
De nombreuses études ont utilisé comme modele, le cortex moteur pour étudier la plasticité des
épines dendritiques et la transmission synaptique. Cette région du cerveau est facilement accessible a
I’expérimentation in vivo de I’activité neuronale, ce qui a permis de visualiser les changements post-
synaptiques induits suite a I’apprentissage de taches motrices. L’apprentissage d’une tiche motrice
augmente la densité des épines dendritiques [Harms et al., 2008 ; Xu et al., 2009], et provoque un important
remodelage des épines dendritiques existantes incluant leur stabilisation et 1’élargissement de leur PSD
[Roberts et al., 2010]. L’analyse de la taille et de la composition de la PSD permet ainsi une quantification

de la plasticité. Cependant, la morphologie initiale des épines dendritiques pourrait influer sur leur
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capacité a répondre a cette plasticité, et il est important d’établir si toutes les épines réagissent de la

méme maniére a ces changements.

c. Plasticité des différents types d’épines dendritiques

La morphologie initiale des épines dendritiques a une incidence sur la capacité d une synapse a subir
des modifications morphologiques dans un contexte d’apprentissage. A cet égard, certains types

d’épines peuvent étre plus plastiques que d’autres.

i La plasticité des épines thin et mushroom

Ces deux types d’épines semblent partager plusieurs propriétés de plasticité communes que l'on

suppose dues a la présence d’une constriction au niveau du cou contrairement aux épines stubby.

Lavariation du nombre d’épines dendritiques thin par rapport ala relative stabilité des épines mushroom
a conduit certains a faire I’hypothese que des épines thin, petites et plastique étaient des « épines
d’apprentissage », tandis que les mushroom, grandes et stables étaient des « épines de la mémoire »
[Matsuzaki, 2007 ; Bourne et Harris, 2007]. Les différences de morphologie induisent plusieurs différences
fonctionnelles concernant la plasticité et I'intégration du signal. La longueur des épines dendritiques et
lalargeur du cou sont des parametres essentiels lorsque 1’on étudie la plasticité des épines dendritiques.
Les épines thin ont un long cou étroit, qui peut piéger des molécules de signalisation ou structuraless
exprimées de maniére transitoire tels que I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3), la protéine d’échafaudage
PSD-95, ou les ions Ca®" [Gray et al., 2006]. L’analyse théorique suggere que les cous plus longs et plus
étroits ont des taux de diffusion beaucoup plus lents, et donc que les tétes de ces épines sont plus isolées
de la dendrite d’origine [Kato et al., 2004 ; Biess et al., 2007]. La plus faible conductance des cous longs
pourrait jouer un role important dans la plasticité de 1’épine dendritique thin, en empéchant le Ca**
de diffuser vers la dendrite, et par conséquent en augmentant la concentration de Ca** dans la téte de
I’épine dendritique suite a I’activation des récepteurs NMDA [Noguchi et al., 2005]. Les épines thin ont
également plus de récepteurs NMDA-B contenant la sous-unité NR2 [Sobczyk et Svoboda, 2007], qui se
désactivent plus lentement que les autres sous-types, augmentant donc la quantité de Ca** accumulée
dans 1’élément post-synaptique. Cependant, un couplage rapide entre la téte et le corps du dendrite,
donc un cou plus court, peut aussi étre un avantage pour ’insertion des récepteurs AMPA contenant
la sous-unité GluA1 qui sont particulerement important dans le processus LTP [Korkotian et Segal, 2007 ;
Makino, 2011]. Dans cette étude, les épines thin (> 1,5 um) intégrent des récepteurs contenant GluAl
seulement lorsque la concentration de Ca** augmente a la base du cou, tandis que les épines courtes
(<1,5 um) accumule des récepteurs GluA1 suite a des hausses locales de Ca** intracellulaire dans leurs
tétes, rendant les épines ayant un cou court plus plastiques que celles ayant un long cou. Les épines
dendritiques mushroom ont de plus grandes PSD, plus de récepteurs AMPA, et souvent des cous
plus larges permettant une diffusion plus rapide des courants Ca** vers la dendrite. Ces observations
semblent contradictoires, mais permettent en réalité d’expliquer la difficulté d’induire davantage de

LTP dans de grandes épines mushroom [Noguchi et al., 2005].

45



La longueur du cou de I’épine dendritique n’est pas le seul élément important pour le couplage par
diffusion : la section transversale du cou joue un role dans la diffusion téte de ’épine dendritique/
dendrite [Bloodgood et Sabatini, 2005]. Ces résultats suggeérent que la longueur et la largeur du cou
pourraient conditionner la plasticité. Cependant, aucune corrélation n’a été trouvée entre la taille
de la téte de ’épine dendritique et la largeur du cou ou sa longueur [Harris et al., 1992]. La diffusion
latérale des protéines de la membrane a partir de stocks de réserve situés dans la membrane de la zone
non-synaptique vers la téte de I’épine dendritique peut étre limitée par I'influence de I’architecture de
la membrane. Une étude sur le trafic des protéines membranaires dans les épines de type mushroom
ou thin a montré que 'augmentation de la longueur des épines dendritiques ou du volume de la téte,
ralenti les échanges entre la dendrite et la téte de I’épine [Hugel et al., 2009]. En se concentrant sur le taux
de diffusion des protéines membranaires le long du cou, une étude du laboratoire de Henley a constaté
qu’une protéine membranaire portant la protéine GFP diffuse plus rapidement dans les épines stubby
que dans les épines mushroom a surface de membrane équivalente [Ashby et al., 2006] (FIGURE 18). La
modification de la mobilité latérale des protéines membranaires met 1’accent sur le role de la forme des
épines dendritiques dans 1’expression de la plasticité synaptique. Le cou, paramétre morphologique
commun aux épines thin et mushroom, apparait comme un acteur clé de la plasticité, régulant a la fois

le trafic des protéines membranaires et le couplage par diffusion entre la téte et la dendrite.

FIGURE 18 : DIFFUSION LATERALE DES RECEPTEURS AMPA DANS LES
EPINES DENDRITIQUES ET MORPHOLOGIE DU COU
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A) Le photoblanchiment en continu appliqué a la téte de I'épine dendritique (pointillés rouges, et encart rouge) cause la
perte de fluorescence dans les régions voisines (la couleur des encarts correspond aux tracés). La perte de fluorescence est
plus lente dans la région du cou, suggérant que les mouvements y sont ralentis. Echelle : 1 um.

B) Exemples du recouvrement de fluorescence apres photoblanchiment (FRAP) dans le cas d’épine stubby ou mushroom.
Les valeurs moyennes sont représentées.

Image reproduite de Ashby et al., 2006.
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ii.  La plasticité des épines stubby

Les épines stubby sont beaucoup moins étudiées que les autres types d’épines. Elles sont tres
nombreuses durant le développement, et deviennent progressivement de moins en moins nombreuses
dans I’hippocampe adulte (10 % des synapses) conduisant a la conclusion que ces épines sont un
intermédiaire important dans le développement du réseau neuronal. Les épines stubby représentent
le type dominant de protrusions post-synaptique autour de P14 chez le rongeur [Marrs et al., 2001]. Les
épines stubby peuvent résulter de la rétraction d’épines thin ou mushroom [Parnass et al., 2000 ; Majewska
et Sur, 2003], ou constituent un état transitoire d’une future épine thin ou mushroom en formation
(Modeéle de Miller/Peters) [Marrs et al., 2001].

Le cou étant un parametre-clé de la plasticité, quel est alors le role joué par les épines stubby dans
la plasticité globale du neurone ? Les épines stubby subissent-elles des changements similaires aux
épines ayant une téte ? Les épines stubby sont souvent décrites comme de petites protubérances « sans
cou », qui pourraient étre identifiées par leur rapport longueur-diametre total [Harris et al., 1992]. Leur
définition differe légérement d’une étude a l'autre : (i) ’'absence visuelle du cou [De Simoni et al., 2003] ;
(ii) la taille équivalente de la longueur et de la largeur [Harris et al., 1992] ou (iii) la longueur de I’épine/

diameétre du cou < 2 [Oray et al., 2006].

Les changements morphologiques des épines dendritiques lors de la plasticité synaptique dépendante
de I'activité, montrent que les propriétés des épines dendritiques stubby sont différentes de celles des
deux autres types [Ashby et al., 2006 ; Honkura ef al., 2008]. La longueur de 1’épine et I’aire de la téte sont
les principaux parametres qui sont significativement modifiés chez les épines thin et mushroom mais
ils sont stables pour les épines stubby. L’absence d’une constriction a leur base, fait que leur constante
de diffusion des protéines cytosoliques est tres élevée, rendant I’augmentation locale de Ca?** tres
peu probable, qui est un pré-requis indispensable a la plasticité d’une synapse [Bloodgood et Sabatini,
2005]. Elles sont certes plus capables d’inclure des récepteurs AMPA a leur membrane suite & une
activité électrique [Korkotian et Segal, 2007], mais 'absence de cou séparant la PSD du dendrite rend leur
activation homosynaptique trés peu efficace [Sabatini et al., 2002]. Le travail de Rose et al., montre que
I’accumulation locale de CamKII dans les synapses peut étre suivie par la translocation a des épines
voisines ce phénomene étant étroitement dépendant de la concentration en Ca** [Rose et al., 2009].
Ainsi, les épines stubby, pourraient agir comme des capteurs hétérosynaptiques de I’activité synaptique
locale, capables de mesurer mais aussi de bénéficier de l’activité des épines voisines. Enfin, la densité
de ces épines stubby est particulierement augmentée sous ’effet de la LTP induite chimiquement par le
NMDA oule TEA (tétraéthylamonium), alors que celle des épines mushroom est augmentée seulement
sous |’effet du TEA, suggérant que les voies de signalisation qui aboutissent a ’augmentation de I’'une
ou l’autre sont distinctes. Par ailleurs, ces augmentations se font a des endroits différents de I’arbre
dendritique : les épines mushroom augmentent seulement dans la dendrite primaire, alors que les
stubby augmentent également dans la dendrite secondaire. L’origine de ces épines : nouvellement

formées ou transformation d’épines existantes reste une question en suspens [Montalbano et al., 2013].
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d. Les acteurs de la plasticité des épines dendritiques

Tout comme l’arborisation dendritique, les épines dendritiques, morphologiquement et
fonctionnellement, sont le résultat d’un équilibre entre stabilité et plasticité. Plusieurs voies de
signalisation sont a I’origine des changements morphologique et fonctionnels des épines dendritiques
que l'on peut regrouper comme suit : (1) le remodelage du cytosquelette (2) la distribution des
organelles entre I’arbre dendritique et les épines dendritique, (3) la traduction protéique a la synapse,
(4) la distribution et le trafic des protéines membranaires dans la région synaptique (5) I’activité de la

matrice extra-cellulaire (6) Iactivité des cellules gliales [Araque, 2009].

i. Le role du spinosquelette dans la plasticité

Le cytosquelette a la synapse, formé principalement de filaments d’actine, mais aussi de microtubules,
contribue au maintien de la morphologie de 1’épine dendritique et a I’organisation de la PSD [Sheng et
Hoogenraad, 2007], au trafic des cargos adressés a la synapse [Renner et al., 2008], ainsi qu’a la localisation
de la machinerie traductionnelle [Bramham, 2008]. Lorsqu’une synapse est activée on observe un
déplacement rapide (< 1min) de cet équilibre vers la polymérisation de’actine dans I’épine dendritique

ce qui provoque son élargissement [Star et al., 2002 ; Honkura et al., 2008].

Lors de l’activité synaptique, 1’élévation de la concentration en Ca** cause l’activation et la translocation
a la PSD de la protéine kinase Ca®*/calmoduline II (CaMKII), qui va alors activer toute une cascade
de signalisation dont la CaMKK (riGURE 18). Murakoshi et al., ont montré que cette translocation
est massive et rapide (environ 10 secondes) [Murakoshi et al., 2011]. Cette voie de signalisation aboutit,
dans le cas d’une potentialisation a 'augmentation de la polymérisation d’actine a la périphérie du
spinosquelette et a sa stabilisation via la profiline II [Thalhammer et al., 2006 ; Schubert et al., 2006]. A
I'inverse, dans le cas d’une dépression, comme la LTD, la voie de signalisation ADF/cofiline sera
activée via l’activation de la phosphatase calcineurine, aboutissant a la déstabilisation du cytosquelette
d’actine et donc de 1’épine dendritique [Zhou et al., 2004]. Les GTPases de la famille Rho et des sérine/
thréonine kinases sont des cibles de la CaMKII et des régulateurs essentiels du cytosquelette d’actine
[Takai etal.,2001]. Lors de la stimulation d 'une épine par décageage du glutamate, il y a une augmentation
rapide de l'activité de RhoA et Cdc42 (environ 1 minute) et cette activité perdure dans le temps
(30 minutes). De maniére intéressante, RhoA diffuse en dehors de la synapse, alors que Cdc42 y reste
[Murakoshi et al., 2011 ; Yasuda et Murakishi, 2011]. RhoA est connue pour promouvoir la déstabilisation et
le rétrécissement des épines dendritiques [Saneyohi et al., 2009], ce qui peut paraitre paradoxal, mais on
peut supposer qu’elle agit en déstabilisant transitoirement le cytosquelette d’actine ce qui permet un
élargissement ultérieur de 1’épine dendritique [Murakoshi et Yasuda, 2012]. Enfin, la dynamique de RhoA
qui peut se déplacer sur une distance d’environ 5 um et donc envahir d’autres épines pourrait étre un
mécanisme de métaplasticité hétérosynaptique, permettant d’initier la LTP dans les épines voisines
[Govindarajan et al., 2011 ; Harvey et al., 2008 ; Harvey et Svoboda, 2007] ou la formation d’épines a proximité

de I’épine stimulée [Kwon et Sabatini, 2011].
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FIGURE 19 : VOIE DE SIGNALISATION DE REMODELAGE DU SPINOSQUELETTE
D ACTINE

Glutamate
Lors de I'ouverture du récepteur NMDA perméable

aux ions Ca’" suite a une stimulation soutenue, il y a
élévation du Ca’* intracellulaire et translocation de la
kinase Ca®* /calmoduline dépendante IT ala PSD. Cette
kinase déclenche une cascade de phosphorylations
via de nombreuses cibles protéiques, notamment
la CaMKK, puis la CaMKI, le facteur d’échange de
nucléotide guanine -PIX, activant Racl, Pakl puis la
kinase LIM qui inhibe les protéines de la famille ADF/
cofiline connues pour déstabiliser le cytosquelette
d’actine. La kalirine 7 peut aussi activer Racl. Enfin
LIMK peut étre activée par la voie RhoA-ROCK
interagissant directement avecles récepteurs NMDA de
maniére activité-dépendante. A 'inverse si le stimulus
est dépotentialisant, la phosphatase calcineurine sera
activée par 'augmentation modérée de Ca** et activera
la dépolymérisation du cytosquelette d’actine.

Image reproduite Cingolani et Goda, 2008.

ii.  Distribution des organites au sein des épines dendritiques

Lors de 'activité neuronale, notamment la LTP, il y a translocation des polyribosomes depuis la
dendrite vers certaines des épines dendritiques activées, suggérant que la traduction locale joue un role
dans la renforcement des synapses activées [Ostroff et al., 2002]. De plus, 1'activité synaptique stimule
I’agrégation de mitochondries a la base des épines dendritiques immatures. Néanmoins, la présence
des mitochondries dans les épines est rare dans le cerveau mature [Li et al., 2004]. Le role précis des
mitochondries reste encore a déterminer : au-dela de la production d’ATP, elles pourraient jouer un
role dans la régulation de la concentration locale en Ca*', et participer au processus d’apoptose [Court
et Coleman, 2012]. On trouve d’autres organites comme le SER (Smooth Endoplasmic Reticulum) dans
les épines, et notamment les épines les plus volumineuses [Spacek et Harris, 1997 ; Holbro et al., 2009]. Le
SER, comme la mitochondrie, est un lieu de stockage important du calcium, et est important dans le
traffic des lipides ainsi que des protéines membranaires [Verkhratsky, 2005 ; Horton et Ehlers, 2004]. Les
organites ne sont pas répartis de maniére uniforme et leur dynamique est liée a I’activité, ce qui semble

montrer que la capacité d’une épine les recruter est un moyen de régulation de I’activité synaptique.

iii.  Syntheése protéique locale dans la plasticité

La phase tardive de la LTP (L-LTP) requiere l’activation de la machinerie traductionnelle [Costa-

Mattioli et al., 2009]. L’addition d’un inhibiteur de la traduction, I’anisomycine, inhibe 1’élargissement
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de I’épine dendritique normalement induite par le décageage du glutamate [Tanaka et al., 2008]. Plus
particulierement, la synthese protéique locale semble contribuer au fait que la plasticité synaptique
a lieu de maniere synapse-spécifique [Wang et al., 2010]. Certains ARNm nécessaires a la plasticité
synaptique se trouvent preés de ’épine dendritique : CamKII, et Arc. L’exemple d’Arc est intéressant :
sa localisation est dépendante de l’activité synaptique, I'induction de la LTP permet ’adressage de
son ARNm a la synapse activée [Bramham et al., 2009]. Par ailleurs, le systéme de dégradation des
protéines (Ubiquitin Proteasome System, UPS) est nécessaire a la LTP, et son inhibition diminue la
potentialisation des synapses in vivo [Fonseca et al., 2006]. Hou et al., ont montré que la LTD requiére
également ’activité d’UPS [Hou et al., 2006]. Enfin, les miRNA, trés nombreux dans les neurones ont
été récemment impliqués dans la régulation de la morphologie des épines dendritiques [Schratt et al.,
2006 ; Siegel et al., 2009 ; Lebeau et al., 2008] ; ils pourraient donc étre impliqués dans la plasticité activité-

dépendante, mais il y a encore peu de données expérimentales a I’appui de cette hypotheése [Kosik, 2006].

iv.  Trafic des protéines membranaires

Les récepteurs NMDA, localisés a la membrane plasmique peuvent étre situés a la synapse ou dans
la zone extra-synaptique. Il y a deux mécanismes principaux permettant d’incorporer des récepteurs
a la synapse : soit par diffusion latérale depuis une zone non-synaptique, soit par exocytose de
vésicules cytosoliques. La mobilité latérale des récepteurs NMDA n’est pas affectée par I’état
d’activation synaptique [Groc et al., 2004 ; Zhao et al., 2008]. Par contre, une augmentation de ’adressage
des récepteurs NMDA (particulierement ceux ayant la sous-unité NR2A a la zone synaptique) et de
la protéine PSD-95 est associée a la LTP [Ehlers, 2003]. Par ailleurs, les récepteurs AMPA sont tres
dynamiques et il y a des échanges constants entre les récepteurs a la synapse et le stock de récepteurs
intracellulaires [Malinow et Malenka, 2002 ; BorgdorfF et Choquet, 2002 ; Triller et Choquet, 2005], au niveau de
la zone d’endocytose située latéralement par rapport a la PSD [Blanpied et al., 2002]. Lors de la LTP on
observe une augmentation de ’adressage des récepteurs AMPA a la synapse par exocytose apportant
également les éléments lipidiques nécessaires a I’élargissement de la PSD [Lisman et Zhabotinsky, 2001 ;
Luscher et al., 2000 ; Park et al., 2004] (FIGURE 16). Enfin, les travaux récents du laboratoire de D. Choquet
ont montré I'importance du mécanisme de capture des récepteurs AMPA a la synapse au cours de
’activité et de la potentialisation synaptiques [Opazo et al., 2011 ; Opazo et al., 2010 ; revu dans Choquet et
Triller, 2013].

V. La matrice extracellulaire

Le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) est un facteur majeur de la plasticité neuronale.
Les protéases (tPA, MMPs) sont capables de digérer la matrice extracellailre entourant une synapse
pour permettre son remodelage [Hensch, 2005]. Ainsi, la MEC « fige » la synapse et il est nécessaire de
passer par une phase de destruction de la MEC qui permet 1’élargissement de 1’épine dendritique et
I'inclusion de nouveaux récepteurs a la membrane. Il a été récemment montré que l’activité de MMP-
9 est requise a la fois pour la LTP et I’élargissement de I’épine dendritique, permettant l’inclusion
de nouveaux récepteurs AMPA ou NMDA. Cela implique une voie de signalisation passant par les
intégrines bétal, la phosphorylation de la cofiline et la polymérisation de I’actine [Wang et al., 2008]
(FIGURE 20). Les intégrines ont un role prépondérant durant la phase L-LTP ainsi que la plasticité
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homéostatique en médiant le remodelage des filaments de F-actine et le désassemblage des connexions
d’adhésion [Kramar et al., 2006]. Enfin, le remodelage de 1’épine dendritique, sous-tendu par celui de
la PSD, s’accompagne d’un remodelage de la zone pré-synaptique qui implique que des molécules
interagissant avec les deux zones de la synapse. Les molécules d’adhésion et la matrice extracellulaire
sont des acteurs clé dans ce cadre. De nombreuses molécules d’adhésion cellulaire (Cellular Adhesion
Molecules, CAMs) sont importantes dans les changements morphologiques et fonctionnels induits par
’activité : les neurexines et neuroligines [Dahlhaus et al., 2010], les Ephs et Ephrines, la superfamille des
immunoglobulines, les cadhérines [Abe et al., 2004] et les intégrines [Dityatev et al., 2010] [revu dans Dalva

etal., 2007] (TABLEAU 2).

FIGURE 20 : MODELE DE CONSOLIDATION DE LA LTP A LA SYNAPSE VIA LA
MATRICE EXTRACELLULAIRE

a Immediately after LTP induction - inactivation/disassembly b Morphology change and reassembly
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A) Aspect d’une synapse juste aprés la LTP : le bouton axonal en bleu et I'épine dendritique (vert), exprimant a sa surface
des AMPAR et NMDAR ainsi que des intégrines. La fente synaptique est remplie par la matrice extracellulaire (ECM, gris).
Linteraction ECM/intégrines participe au maintien de la synapse. Le spinosquelette post-synaptique d’actine et TECM
sont déstabilisés suite a la LTP.

B) La dépolymérisation du réseau d’actine et la déstabilisation de TECM permettent les changements morphologiques
nécessaires a la LTP, dont I'élargissement de I'épine dendritique. Les intégrines permettent ensuite le réassemblage de ces
deux éléments.

C) De nouvelles molécules d’intégrine sont adressées a la membrane pour consolider et stabiliser la synapse.

Image reproduite de McGeachie et al., 2011.
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vi.  Les cellules gliales : un role actif dans la plasticité des épines den-
dritiques
Les cellules gliales, et particuliérement les astrocytes sont des acteurs a part entiére de la synapse :
de nombreuses synapses sont entourées de prolongement astrocytaires, ce qui a mené Araque et al.,
a parler de « synapse tri-partite » [Araque et al., 1999]. Dans I’hippocampe environ 40 % des synapses
répondent a une potentialisation gliale-dépendante [Perea et Araque, 2007]. Les travaux de 'équipe de BA.
Barres ont montré I'importance de facteurs astrocytaires secrétés, les thrombospondines, nécessaires a
la synaptogeneése et dont la surexpression in vivo et in vitro augmente la formation de synapses dans le
SNC [Eroglu et al., 2009]. Les astrocytes expriment des récepteurs a de nombreux neurotransmetteurs qui
lorsqu’ils sontactivés vont déclencher’exocytose de différents gliotransmetteurs. Les gliotransmetteurs
commel’ATP,’adénosine, la D-sérine ou le glutamate sont des molécules permettantlacommunication
glie-glie et neurone-glie [Volterra et Bezzi, 2011]. Le glutamate libéré par le compartiment pré-synaptique
module la concentration intracellulaire de Ca** dans les astrocytes, ce qui régule alors l’exocytose
des différents gliotransmetteurs [Araque et al., 2001 ; Haydon, 2001 ; Filosa et al., 2009]. Dans des tranches
d’hippocampe, ’expression dans les cellules gliales de dominants négatifs des protéines SNAREs
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) nécessaires a l’exocytose
diminue I"amplitude de la LTP [Pascual et al., 2005]. Les gliotransmetteurs agissent sur l’activité et la
plasticité synaptiques via différents mécanismes : 1) ils agissent sur le compartiment pré-synaptique
et modulent I’efficacité de la libération des neurotransmetteurs [Araque et al., 1998 ; Kang et al., 1998 ; Liu
et al., 2004] ; 2) en modulant la sensibilité des récepteurs synaptiques NMDA [Fellin et al., 2004 ; Parri
et al., 2001 ; Martineau et al., 2006 ; Panatier et al., 2006] et AMPA [Schell et al., 1995 ; Bezzi et al., 2001 ; Beattie
et al., 2002] ; 3) Yang et al., ont montré que la libération de D-sérine (un co-agoniste des récepteurs
NMDA) est nécessaire a la LTP sur des cellules dissociées d’hippocampe [Yang et al., 2003]. Par ailleurs,
les travaux d’Anne McKinney ont montré I'implication active des astrocytes dans le remodelage des
protrusions dendritiques, notamment celles naissant sur a partir de la téte d’épines pré-existantes
(Spine Head Protrusions, SHPs) [Verbich et al., 2012 ; Szepesi et al., 2013]. Ces épines n’apparaissent pas

lorsque ’on bloque les récepteurs astrocytaires au glutamate [Verbich et al., 2012].

Enfin, la microglie dans ce contexte est un acteur encore peu étudié, néanmoins, des études récentes
ont montré I'implication de ces cellules dans la plasticité physiologique et pathologique. Ces cellules
immunitaires présentes dans le cerveau ont longtemps été considérées comme « silencieuses »,
« quiescentes » dans le cas physiologique et activées seulement dans des cas pathologiques. Mais elles
seraient trés actives, agissant sur le remodelage de la matrice extracellulaire péri-synaptique et, sur le
remodelage morphologique des épines dendritiques méme en 'absence de stimulus de type immun
[Haber et al., 2006 ; Nishida et Okabe, 2007]. En effet, des études de microscopie électronique sur du tissu
nerveux sain ont montré plusieurs prolongements des cellules de la microglie ayant des contacts
cellulaires étroits avec les synapses. Par ailleurs, elles pourraient participer a I’élimination des synapses
et épines par phagocytose suite a leur marquage par les protéines du complément [Perry et O’Connor,

2008 ; Tremblay et al., 2010].
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III. LES PATHOLOGIES AFFECTANT L ’ARBORISATION DENDRITIQUE ET LES
EPINES DENDRITIQUES

Plusieurs études montrent que I’activité synaptique, la plasticité et le degré de connectivité sont altérés
dans les cerveaux des individus atteints de maladies neurologiques pourtant cliniquement distinctes
[Selemon et al., 1999 ; Hustler et Zhang, 2010 ; Glantz et Lewis, 2001 ; Tackenberget al., 2009]. Les symptf)mes des
maladies évoquées sont en effet trés divers : un déficit dans les interactions sociales et trés souvent un
retard mental pour les TSA et le syndrome de I’X Fragile, qui sont des maladies du développement ;
une perte de mémoire et de plusieurs fonctions cognitives pour la maladie d’Alzheimer qui est une
maladie neurodégénérative liée au vieillissement ; enfin, une déformation de la perception de la
réalité, de I'affect et un déficit dans les fonctions cognitives pour la schizophrénie qui est une maladie

hétérogene.

Une observation intéressante, qui a récemment vu le jour, est qu’il existe, au moins partiellement,
un chevauchement dans les mécanismes pathogénes a l'origine de ces atteintes neurologiques et
les manifestations des modifications dans les substrats cellulaires pourrait sous-tendre la variabilité
phénotypique. Les études récentes convergent vers un modeéle commun ot ces maladies ont en réalité
un substrat commun : un dysfonctionnement dendritique et synaptique, particulierement au niveau
de l’épine dendritique [Blanpied et Ehlers, 2004 ; Bourne et Harris, 2008 ; O’Roak et State, 2008 ; Burbach et van
der Zwaag 2009 ; Girirajan et Eichler 2010 ; Penzes et al., 2011 ; Poot et al., 2011]. Cependant ces trois maladies
touchent des régions cérébrales distinctes et des ages distincts, ce qui explique que la dérégulation de
la structure et de I’activité synaptique aient des conséquences fonctionnelles et cliniques tres différents

selon la période a laquelle cette dysfonction a lieu (FIGURE 21).
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FIGURE 21 : EVOLUTION PUTATIVE DE LA DENSITE DES EPINES
DENDRITIQUES ET DES SYNAPSES AU COURS DE LA VIE CHEZ L’ HOMME
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Chez les sujets normaux, le nombre d’épines dendritiques augmente avant et apres la naissance, elles sont éliminées de
maniére sélective a la jonction entre I'enfance et 'adolescence et jusqu’au début de I'age adulte o1 leur nombre se stabilise.
Dans I'ASD (TSA), le nombre d’épines dendritiques est anormalement élevé, dii a une spinogenese trop élevée ou un
défaut d’élimination. Dans la schizophrénie, le défaut d’élimination des épines a la fin de 'enfance et a 'adolescence serait
alorigine de I'apparition des symptomes a ces ages. Dans la maladie d’Alzheimer, il y a une diminution accrue des épines
dendritiques a la fin de I'dge adulte, qui pourrait étre due a un défaut de leur maintien.

Lévolution pour un sujet normal est représentée en noir, celle d’un sujet atteint présentant des TSA en rose, de schizophrénie
en vert et de la maladie d’Alzheimer en bleu.

Image reproduite de Penzes et al., 2011.
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1. La schizophrénie

La schizophrénie est une maladie neuropsychiatrique complexe caractérisée par la présence de
symptomes dits « positifs » tels que hallucinations ou des états de délire, mais aussi des symptomes dits
« négatifs », dus a une diminution ou a la perte de fonctions normales, comme 1’absence de contact
oculaire, de réponse émotionnelle, la diminution de 'usage de la parole, la diminution du plaisir, la
diminution de la motivation et la diminution de I'intérét pour les activités sociales et les relations
interpersonnelles, ainsi qu’une difficulté a se concentrer [Harrison et Weinberger, 2005 ; Owen et al., 2005].
Elle touche entre 0,5 a 1 % de la population mondiale. En général les symptomes dits « positifs »
apparaissent a 1’adolescence ou au début de I’age adulte, alors que les symptomes dits « négatifs »
et les déficiences cognitives peuvent étre observés tres tot dans le développement (FIGURE 21). Au
niveau physiopathologique, la schizophrénie regroupe des dysfonctionnements de différentes
voies de neurotransmission : glutamatergique, GABA-ergique, et dopaminergique, entrainant une
« dysconnexion » des circuits neuronaux [Seeman 2009 ; Kantrowitz et Javitt, 2010 ; Bergeron et Coyle, 2012]. Des
études d’imagerie en IRM fonctionnelle (IMRf) ont montré que la substance grise est significativement
diminuée en volume chez les patients schizophrenes. Il n’y a pas de diminution du nombre de corps
cellulaires suggérant quune diminution du nombre d’épines ou de prolongements dendritiques puisse
étre a l'origine de cette observation [Selemon et Goldman-Rakic, 1999]. Plusieurs études post-mortem
ont montré que cette perte se situait dans le cortex pré-frontal dorso-latéral, plus particulierement
dans la couche III des neurones [Glantz et Lewis, 2000], mais aussi dans le gyrus temporal supérieur et
le cortex auditif primaire [Sweet et al., 2009], ce qui pourrait étre lié aux hallucinations auditives [Barta
et al., 1990]. Enfin, plusieurs études ont montré une diminution du volume de ’hippocampe chez les
patients souffrant de schizophrénie [Steen et al., 2006], plus précisemment dans le subiculum et la région
CA3 on observe une diminution de la densité des épines dendritiques [Law et al., 2004 ; Kolomeets et al.,
2005] accompagnée d'une diminution de la taille de ces épines pour la région CA3, perturbant ainsi la

boucle synaptique hippocampale [Kolomeets et al., 2005] (FIGURE 22.A).

Au niveau génétique, un grand nombre d’études d’association génétique suggerent que le géne codant
la Neureguline 1 (NRG1) [Hall et al., 2006 ; Stefansson et al., 2002 ; Munafd et al., 2008 ; Tan et al., 2007 ;
Nicodemus et al., 2010] et ErbB4 (V-Erb-A Erythroblastic Leukemia viral oncogene homolog 4) [Silberberg
et al., 2006 ; Law et al., 2007 ; Tan et al., 2007 ; Nicodemus et al., 2010] pourraient étre des facteurs de risque
de la schizophrénie. Ces deux genes sont impliqués dans la régulation de la structure et la fonction
synaptique. Par ailleurs, les mutations de la protéine DISC1 (Disrupted In Schizophrenia 1) sont un
facteur de risque assez élevé pour la schizophrénie. Elle est trés abondante dans les épines [Kirkpatrick
etal.,2006 ] et est associée a la complexité des dendrites qui est réduite dans un modeéle mutant de DISC1
[Li et al., 2007]. De plus, DISC1 est connu pour interagir avec plusieurs protéines de la morphogenese
des épines dendritiques. Récemment une étude a montré que la kalirine-7, via I’activation de son
effecteur Racl [Millar et al., 2003] régule directement les effets de DISC1 sur la morphologie des épines
[Hayashi-Takagi et al., 2010]. De nombreuses molécules impliquées dans la morphologie du cytosquelette
ont une expression diminuée dans les cerveaux de patients atteints : MAP2 [Glantz et Lewis, 1997], Cdc42

[Hill et al., 2006], PSD-95 [Kristiansen et al., 2006] ou encore la drébrine [Hill et al., 2006]. Par ailleurs,
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ErbB4 et DISC1 interagissent directement avec PSD-95 [Garcia et al., 2000], ce qui pourrait expliquer les

altérations de la transmission glutamatergique [Hirsch et al., 1997 ; Coyle, 2006] (FIGURE 22.B).

FIGURE 22 : ALTERATIONS DE L’ ARCHITECTURE DENDRITIQUE ET
MECANISMES IMPLIQUES DANS LA SCHIZOPHRENIE
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A) Représentation schématique d’'un neurone a I'architecture dendritique normale et un neurone atteint, 'arborisation
dendritique est simplifiée dans le cas de la schizophrénie tandis que la densité des épines dendritiques est fortement
diminuée, ainsi que leur taille.

B) Schéma représentant les mécanismes moléculaires contribuant au dysfonctionnement a la synapse d’'un neurone dans
le cas de la schizophrénie. Les molécules codées par les genes affectés interagissent avec de nombreux régulateurs de la
plasticité et de '’homéostasie synaptique. Ces dysfonctionnements aboutissent a une perte exagérée des épines dendritiques
et une perte de connectivité (axones en bleu), dés 'adolescence.

Nrgl : neuregulinel.

Adapté de Kulkarni, 2012 et Penzes et al., 2011.

2. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative, en général du sujet 4gé (> 65 ans)
définie par l’association sur le plan clinique de I’apparition progressive d’'une démence dégénérative
caractérisée par des troubles de la mémoire, et sur le plan histopathologique, par la présence de lésions
cérébrales caractéristiques dans certaines régions du cerveau : plaques amyloides et dégénerescence
neurofibrillaire. Les mécanismes précis al’origine de la maladie restent obscurs. Un trait caractéristique
de cette pathologie est I'accumulation au cours du temps de plaques extracellulaires composées
d’agrégats du peptide amyloide (AP). AP provient du clivage de la protéine amyloide (APP), une
protéine ubiquitaire transmembranaire dont la fonction est peu connue. La voie « amyloidogénique »
n’est pas systématiquement synonyme de pathologie. C’est en revanche le déreglement de cette voie de

maturation, et par conséquent, la surproduction de peptide AB42, dont les agrégats sont insolubles, qui
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est pathogene en induisant la formation d’oligomeéres toxiques APO [Zhang et Xu, 2007]. Par ailleurs, il
y a accumulation de filaments constitués de protéine Tau hyperphosphorylée. La protéine Tau joue un
role dans la polymérisation-dépolymérisation des microtubules du cytosquelette neuronal et dans le
transport axonal. En quantité excessive, la protéine Tau hyperphosphorylée peut perturber le transport
axonal et par conséquent la morphologie et le fonctionnement des neurones. Cependant, I’agrégation
de la protéine Tau n’est pas indépendante de AP. Les APO seraient impliqués dans la phosphorylation
de la protéine Tau qui va alors s’accumuler dans le compartiment somato-dendritique et perdre sa
capacité de liaison aux microtubules [Chabrier et al., 2012]. La présence des plaques amyloides et des
enchevétrements neurofibrillaires s’accompagne trés tot d’altérations morphologiques des neurones
pyramidaux de ’hippocampe [Braak et Braak, 1997]. Dans certains neurones hippocampiques exposés
aux oligomeres AP la protéine Tau est redistribuée dans le corps cellulaire et les dendrites. Ces
dendrites sont caractérisés par une diminution du nombre d’épines dendritiques a leur surface, des
microtubules avec des niveaux élevés de calcium, et des changements de phosphorylation de la protéine
Tau ainsi que l’altération de l’activité d’autres kinases [Zempel et al., 2010]. A elle seule, I’accumulation
de la protéine Tau phosphorylée au fil du temps peut contribuer au déclin cognitif observé chez les
patients atteints de la MA en affectant la structure neuronale et les propriétés synaptiques. De telles
modifications dans les dendrites et les épines dendritiques peuvent entrainer la détérioration de la
fonction neuronale observée dans la MA et peuvent fournir un substrat morphologique de la relation
entre I'intégrité synaptique et le déclin cognitif [Dickstein et al., 2010]. Une caractéristique de la MA est
I’accumulation d’ABO, plus particulierement dans la région de I'hippocampe, ou la perte de synapses
avec réduction de la complexité de I’arborisation dendritique dans la région de ’hippocampe, est
plus importante [Anderton et al., 1998 ; Terry et al., 1991]. Les neurones pyramidaux de la région CA1 de
I’hippocampe sont particuliérement touchés, avec une diminution significative de la longueur totale
des dendrites et de leurs arborisations apicale et basale chez les souris portant la double mutation
APP/PS1 (Protéine précurseur de 'amyloide Présénéline 1) [Couch et al., 2010]. Dans le gyrus dentelé, il
y a une diminution de longueur des dendrites apicales des cellules granulaires mais pas des dendrites
basales [De Ruiter et Uylings, 1987 ; Coleman et al., 1987]. Il y a également une diminution de la densité des
épines dendritiques [Mehraein et al., 1975]. Les oligoméres A se révelent particulierement toxiques pour
les épines dendritiques, causant des altérations de leur homéostasie et réduisant leur densité [Lacor
et al., 2007 ; Shankar et al., 2007]. Les études des facteurs de risque génétiques ont montré que le géne
codant pour ’apolipoprotéine E (ApoE) est le plus important et particulierement 1’allele e4 [Almeida
et al., 2005]. Les isoformes de cette lipoprotéine ont des actions différentes sur la morphologie des
épines et de ’arborisation dendritiques, I’ApoE e4 humaine diminue la densité des épines dendritiques
ainsi que la complexité dendritique lorsqu’exprimée dans I’hippocampe de souris [Nwabuisi-Heath et al.,
2013]. Au niveau morphologique, les neurones ont une densité des épines dendritiques diminuée et

une simplification significative de 'arborisation dendritique (FIGURE 23.A).

Au niveau moléculaire, il y a une perte importante de la drébrine (qui participe a la régulation de la
taille des épines dendritiques [Takahashi et al., 2006]) dans les cerveaux de plusieurs modéles animaux
et de patients atteints de MA et une augmentation de la liaison de la cofiline a I’actine, qui favorise sa

dépolymérisation [Kojima et Shirao, 2007]. De maniére intéressante, les protéines p21-activated kinase
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(PAK) [Zhao et al., 2006], kalirine7 [Youn et al., 2007] et les GTPases Rac et Rho, qui ont un role crucial
dans le maintien de I’arborisation dendritique et de la morphologie des épines dendritiques [Nakayama
et Luo, 2000 ; Nakayama et al., 2000], ont une activité altérée dans des cerveaux de souris modéles [Petratos
et al., 2008 ; Zempel et al., 2010] (FIGURE 23.8). Enfin, la voie GSK-3[ est anormalement activée dans
les modeéles animaux de la MA, induisant une sur-activation de la calcineurine [Li et al., 2009]. 1l est
intéressant de noter que la LTD induite par les APO est dépendante de la voie calcineurine- GSK-3,
et que les altérations de la morphologie et de la densité des épines dendritiques sont empéchées par
I'inhibition de la calcineurine [Wu et al., 2010]. Cela semble indiquer que méme si plusieurs voies sont
altérées par les oligomeére d’Af certaines restent encore a explorer dans une perspective thérapeutique.
Enfin, plusieurs études montrent que les ABO réduisent I’expression des récepteurs NMDA et AMPA
a la surface des épines dendritiques [Hsieh et al., 2006 ; Decker et al., 2010]. Les effets synapto-toxiques
des APO peuvent étre empéchés en appliquant des antagonistes des NMDAR [Shankar et al., 2007].
L’ensemble de ces éléments montrent non seulement la complexité des voies altérées dans la MA mais

également le role central de la synapse dans cete pathologie.

FIGURE 23 : ALTERATIONS DE L’ ARCHITECTURE DENDRITIQUE ET
MECANISMES IMPLIQUES DANS LA MALADIE D’ ALZHEIMER
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A) Représentation schématique d’'un neurone a I'architecture dendritique normale et un neurone atteint, 'arborisation
dendritique est simplifiée dans le cas de la MA tandis que la densité en épines dendritiques est fortement diminuée.

B) Schéma représentant les mécanismes moléculaires mis en jeu a la synapse d'un neurone dans le cas de la MA. La
dérégulation des voies de signalisation mettant en jeu les protéines dont I’expression est augmentée (en rose) et celles dont
I'expression est diminuée (en violet). Laltération des voies de signalisation synaptiques dépendantes de I'activité cause une
diminution de leur densité de la connectivité (axones en bleu).

Adapté de Kulkarni, 2012 et Penzes et al., 2011.
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3. Les Troubles du Spectre Autistique (TSA)

A.Les TSA : symptomes et comorbidités

Ce que 'on appelle communément autisme regroupe en réalité un ensemble de symptomes et de
pathologies, regroupés sous ’appellation « Troubles du Spectre Autistique » (TSA ou ASD, Autistic
Spectrum Disorder). Typiquement,1’autisme est caractérisé par1’association de déficits des interactions
sociales réciproques, de troubles de la communication verbale et non verbale et par le caracteére restreint

et répétitif des comportements, des activités et des pdles d’intérét [Muhle et al., 2004 ; Petratos et al., 2008].

Les troubles de I'interaction sociale se traduisent par I’absence d’intérét pour les autres en général. Les
enfants autistes ne cherchent pas a entrer en contact avec les autres enfants par exemple, et refusent
le contact. Dés les premiers mois de la vie, ils ne répondent pas a I’appel de leur nom, ont le regard
fuyant et absent. Ils ont beaucoup de difficultés a comprendre les intentions des autres, a intégrer les
regles sociales ou a saisir comment se comporter dans un groupe. Mais ils ont un grand intérét pour
leur environnement et particulierement les objets, pour lesquels ils peuvent développer un intérét
obsessionnel. Par ailleurs, ils ont des troubles de la communication pouvant aller jusqu’au mutisme.
Lorsque le langage est présent il est difficilement interprétable et se résume a des répétitions de
phrases déja entendues et inappropriées a la situation. La voix est souvent inexpressive, sans émotions
[Druel-Salmane, 2009]. Globalement, les mots et la parole ne servent pas a communiquer. Enfin, un
symptome récurrent est la répétitivité des comportements moteurs : les enfants autistes se balancent
ou tournent sur eux-mémes durant des heures, ces mouvements peuvent aussi concerner une seule
partie du corps (mains, levres, etc.). Leurs jeux sont également répétitifs et suivent une routine bien
précise. Le moindre changement provoque des crises de colere et de cris. En somme, les symptomes
qui caractérisent l’autisme se cristallisent autour d’un refus du monde extérieur, et du monde animé,
humain en particulier. La répétition et la stéréotypie sont un point commun a leurs comportements,
comme si 'imprévu était une source d’angoisse et de peur. On retrouve plusieurs comorbidités
dans I'autisme, notamment le retard mental, les troubles sensoriels et 1’épilepsie. Dans 70 % des cas
d’autisme, on retrouve un retard mental [Fombonne, 1999, 2003, 2005]. Les autistes atteints du syndrome
d’Asperger n’ont pas de retard mental et parfois des capacités intellectuelles augmentées. De maniere
remarquable les performances de la mémoire sont plus élevées chez les autistes.

L’épilepsie a une prévalence de 21,5 % chez les enfants autistes avec un retard mental contre 8 % pour
ceux n’ayant pas de retard [Amiet et al., 2008] ; chez les enfants non autistes cette prévalence n’est que de
0,5 % a 1 % [Hauser et al., 1991]. Les crises d’épilepsie commencent généralement avant 1’age de 2 ans.
Le lien entre épilepsie et autisme reste controversé : I’épilepsie serait plutot liée au retard mental qu’a
I’autisme [Berg et Plioplys, 2012]. Néanmoins, 35 % des enfants atteints du syndrome de West (forme
d’épilepsie du nourrisson) sont aussi autistes, contre 9 % des enfants ayant d’autres formes d’épilepsie
[Saemundsen et al., 2007]. Chez et al., retrouvent souvent des décharges épileptiformes sur les EEG des
enfants autistes [Chez et al., 2006]. A minima il est possible de dire que le seuil épileptique est abaissé

chez les enfants atteints d’autisme.
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B. Mécanismes moléculaires et modéles animaux

Plus de 25 % des cas de TSA sont dus a des facteurs génétiques [Miles, 2011 ; Pinto et al., 2010] et plus de
60 % releve d’une étiologie inconnue. Durant les 15 derniéres années, plusieurs genes responsables a
eux seuls de TSA ont été identifiés. La plupart de ces génes se trouvent sur le chromosome X et plus de
la moitié codent des protéines présentes dans le compartiment pré- ou post-synaptique. Ces protéines
sont impliquées dans le fonctionnement synaptique, incluant des molécules d’adhésion et des voies
de signalisation des protéines G [Ropers et Hamel, 2005]. Le faible pourcentage que représentent les
étiologies génétiques a amené McCmellan et King a qualifier ’ASD comme « une maladie commune
aux multiples variants rares » [McCmellan et King, 2010]. Malgré cette hétérogénéité, I’étude de ces cas

permet d’ouvrir une voie dans la compréhension des mécanismes sous-tendant la pathologie.

La plasticité synaptique liée a 'apprentissage est perturbée dans I’autisme [revu dans Zoghbi, 2003]. De
nombreuses molécules d’adhésion ont été mises en cause pour expliquer les défauts dans I’arborisation
dendritique et I’activité synaptique : les neuroligines, une famille de 5 molécules d’adhésion cellulaire
post-synaptiques sont associées a I’autisme et exprimées sur les axones en croissance et les dendrites
[Ichtchenko et al., 1995 ; Song et al., 1999]. Ces molécules d’adhésion cellulaire jouent un rdle crucial dans les
phases initiales de la formation des synapses, leur spécification, leur différenciation et leur maturation,
mais leur réle dans l’arborisation dendritique reste encore incertain. Parmi les 5 neuroligines
(NLGN:S), les Neuroligine 3 ou 4 sont fréquemment mutées chez les patients atteints de TSA [Tabuchi
et al., 2007 ; Jamain et al., 2003 ; Zhang et al., 2009]. Ainsi, ces mutations pourraient jouer un rdle dans les
dysfonctionnements synaptiques observés dans la neuropathogenese associée a l’autisme [Persico et
Bourgeron, 2006 ; Zoghbi, 2003]. Par ailleurs, les Neurexines (NRXNs), ligands des Neuroligines, aident a
stabiliser les filopodes ; par conséquent, la perturbation de la liaison des neurexines aux neuroligines
participe a la déstabilisation des filopodes et a la réduction de la complexité dendritique au cours de la
maturation neuronale [Chen et al., 2010].

En outre, des mutations dans les genes Shank2 et Shank3 qui sont des protéines d’échafaudage de la
PSD ont récemment été rapportées chez des patients atteints d’autisme [Durand et al., 2007 ; Berkel et al.,
2010]. Shank3 régule le maintien des épines dendritiques dans le cerveau antérieur [Roussignol et al.,
2005] ; Shank2 est impliquée dans le remodelage activité-dépendant des épines dendritiques [Steiner
et al., 2008]. De maniere intéressante, I'interaction entre les neuroligines et Shank3 régule la taille et la
forme des épines dendritiques [Roussignol et al., 2005 ; Bourgeron, 2009]. Enfin, les NLGNs et Neurexines
apparaissent comme des acteurs essentiels de la mise en place et du maintien, non seulement des
synapses glutamatergiques mais aussi GABA-ergiques [Graf et al., 2004 ; Prange et al., 2004 ; Tabuchi
et al., 2007]. Les mutations des NLGN et des NRXN pourraient donc perturber la balance excitation/

inhibition (FIGURE 24).

Plusieurs modéles animaux de TSA ont été générés, portant des mutations similaires a celles
identifiées chez les patients. Ces modeles permettent d’étudier les conséquences physiologiques et
comportementales de ces mutations [revu dans Ey et al,, 2011] (FIGURE 24). Ces modeles présentent
une grande variété de déficits : interactions sociales, vocalisation, apprentissage et comportements

stéréotypés et/ou répétitifs, néanmoins les études n’explorent pas tous ces aspects dans un seul modele.
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Les données lacunaires rendent I'interprétation et la comparaison des résultats obtenus d’'un modéle
a l'autre difficile. L’ensemble de ces éléments montre que malgré que la divergence des symptdmes
observés dans la MA, la schizophrénie ou les TSA, on retrouve au niveau cellulaire et moléculaire des
altérations de nature similaire dans les dendrites et les épines [van Spronsen et Hoogenraad, 2010 ; Penzes
et al., 2011]. Les caractéristiques cliniques de ces différentes maladies sont probablement liées a I'age
de début, aux circuits neuronaux préférentiellement atteints et a la maniere dont la pathologie affecte

I'équilibre entre plasticité et stabilité.

FIGURE 24 : PRINCIPALES PROTEINES ASSOCIEES AUX TSA ET DESCRIPTION
DES DEFICITS DANS LES MODELES ANIMAUX CORRESPONDANTS
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S : interactions sociales

V : fréquence de I'émission de vocalisations (USVs)

L : apprentissage (learning)

R : comportements répétitifs/stéréotypés

¢:non connu

NS : non significatif

T significativement augmenté dans les mutants comparés aux animaux sauvages
1 : significativement diminué dans les mutants comparés aux animaux sauvages
D’apres Ey et al., 2011.

61



C. L’autisme et les anomalies des épines dendritiques

L’analyse morphométrique de cerveaux de patients autistes suggere fortement qu’il y a un élargissement
de ’hippocampe et I’amygdale [Schumann et al., 2004]. L’une des premieres analyses des changements
pathologiques dans 1’autisme a rapporté un nombre d’embranchements dendritiques diminué dans
les régions CA1 et CA4 de ’hippocampe [Raymond et al., 1996]. Une étude comparative entre les patients
atteints de TSA et des sujets ayant eu un développement cérébral normal a montré des densités
plus élevées des épines dendritiques chez les patients atteints de TSA que dans les cas controle. Des
changements morphologiques similaires ont également été signalés dans I’étude d’autres troubles du

développement avec un retard mental [Hutsler et Zhang, 2010] (FIGURE 25.A).

FIGURE 25 : ALTERATIONS DE L’ ARCHITECTURE DENDRITIQUE ET
MECANISMES IMPLIQUES DANS LES TSA
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A) Représentation schématique d’un neurone a I'architecture dendritique normale et un neurone atteint (région CAl
ou CA4 de 'hippocampe), I'arborisation dendritique est simplifiée dans le cas des TSA tandis que la densité en épines
dendritiques est augmentée.

B) Schéma représentant les mécanismes moléculaires mis en jeu a la synapse d’'un neurone dans le cas des TSA (en orange).
La dérégulation des voies de signalisation mettant en jeu les protéines représentées et leurs partenaires (en gris) altere la
morphologie des épines dendritique et leur homéostasie, causant une augmentation de leur densité et une augmentation
de la connectivité locale (axones en bleu) pendant I'enfance. Les protéines impliquées dans d’autres troubles neurologiques
du développement auxquels les TSA sont souvent associés sont représentées en bleu.

Adapté de Kulkarni, 2012 et Penzes et al., 2011.
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D.L’autisme et les anomalies de la traduction

Plusieurs génes associés a ’autisme controlent la synthese des protéines. C’est le cas, de FMRI1 (le gene
associé au syndrome de I'’X fragile) de TSC (Tuberous Sclerosis Complex), NF1 (Neurofibromatosis1)
ou PTEN (Phosphatase and TENsin homolog).

Le syndrome de I’X Fragile est la premiére cause d’autisme (INTrRoDUCTION I11.3.F). C’est dans ce cadre
que les anomalies de la traduction sont les mieux connues. L’augmentation de I’activité traductionnelle
a la synapse qui est observée dans le syndrome de I’X fragile équivaut a une stimulation constitutive
des récepteurs métabotropiques de type I du glutamate. Chez I’'homme, peu d’études ont été menées.
Dans une autre étude portant sur 6 enfants autistes agés de 6 a 12 ans, ces mémes auteurs ont observé
une amélioration des troubles de la communication et du langage lors d un traitement par acamprosate

[Erickson et al., 2010 ; Jacquemont, 2011].

Les inhibiteurs de 'THMG CoA reductase (molécules hypolipidémiantes, appelées statines) interférent
avec l'isoprénylation des protéines G ; en agissant sur Ras ou Rheb, ces molécules pourraient réduire
’activité traductionnelle. Chez la souris, la lovastatine, une statine, réverse I’hyperactivation de Ras
et des MAPK, les défauts de la LTP de la mémoire spatiale et de ’attention chez les souris NF1” [Li
et al., 2005] ; la lovastatine corrige la tendance épileptique des souris FMR17" [Osterweil Neuron, 2013].
Chez I’homme, Acosta et al., ont publié une étude pilote de I’effet de la lovastatine sur 30 cas de
neurofibromatose (NF1) [Acosta et al., 2011]. Il s’agit d’une étude comparant les sujets avant et apres
12 semaines de traitement. Une amélioration de la mémoire a été constatée dans 40 % des cas mais
pas d’amélioration du fonctionnement quotidien. Sept enfants de ce groupe ont été testés par IRM
fonctionnelle (IRMf). Les auteurs voient une amélioration de la connectivité du réseau par défaut
apres traitement [Chabernaud et al., 2012]. Cependant, Krab ef al. n’ont pas vu d’effet de la lovastatine
sur les fonctions cognitives de patients NF1 dans un essai randomisé en double aveugle contre placebo
de 12 semaines [Krab et al., 2008]. De plus, van der Vaart et al., ont mesuré l’effet d’un traitement a la
simvastatine (une autre molécule de la famille des inhibiteurs de la HMG CoA reductase) 12 mois sur
patients NF1, sans constater d’amélioration des fonctions cognitives et du comportement [van der Vaart

etal., 2013].

Une autre possibilité pour réduire 1’activité de la machinerie de traduction est de faire appel aux
inhibiteurs de la kinase mTOR comme la rapamycine (sirolimus) et ses analogues (temsirolimus,
everolimus). La rapamycine améliore le phénotype des souris TSC2*~ (MODELE FIGURE 24) [Ehninger et
Silva, 2008] y compris I’apprentissage et le comportement social [Sato et al., 2012]. Elle améliore aussi les
interactions sociales et les crises épileptiques des souris PTEN” (MODELE FIGURE 24) [Zhou et al., 2009].
Chez ’homme, nous ne disposons que de I’étude préliminaire de Davies et al., sur des patients atteints
de sclérose tubéreuse. Cette étude indique une amélioration des tumeurs et de la mémoire [Davies
et al., 2008]. Le méme groupe a publié en 2011 un essai de phase 2 du sirolimus sur 16 patients adultes
atteints de sclérose tubéreuse ou lymphangioléiomyomatose sporadique. Un effet positif a été observé
sur la taille des tumeurs. Les tests cognitifs montrent une amélioration du rappel de la mémoire, mais
pas de la reconnaissance. Il est donc encore trop tot pour savoir si les résultats encourageants obtenus

chez la souris seront confirmés chez ’homme.
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E. Le déséquilibre inhibition/excitation dans I’autisme

L’excitation et l'inhibition sont équilibrées dans les réseaux neuronaux [Marin, 2012]. Lorsque cet
équilibre est perturbé, cela cause une diminution du seuil d’excitabilité ; le cerveau alors submergé de
signaux est moins efficace pour traiter I'information. Cela rend le cerveau également plus vulnérable
a des crises d’épilepsie. Chez les autistes on observe plusieurs anomalies du systeme GABA-ergique :
une augmentation du nombre de neurones glutamatergiques du cortex et une diminution de la
zone contenant les neurones GABA-ergiques [Casanova et al., 2002], une diminution de 50 % de la
concentration des enzymes de synthese du GABA dans le cortex pariétal et le cervelet des patients
autistes [Fatemi et al., 2002]. Ce déséquilibre pourrait notamment étre a I’origine des réactions aversives

aux stimuli sensoriels qu’on observe fréquemment chez les autistes [Rubenstein et Merzenich, 2003]

F. Le syndrome de I’X Fragile

Ce syndrome résulte de l'inhibition transcriptionnelle du gene FMRI, par une répétition CGG
(> 200 répétitions) dans la partie 5" non traduite, ce qui entraine une perte de la protéine FMRP.
Cette protéine est associée aux polyribosomes dans les dendrites et les épines et est particulierement
importante pour la traduction de nombreux ARNm a la synapse [Verkerk et al., 1991 ; O’Donnell et
Warren, 2002 ; Zalfa et al., 2005 ; Bassell et Warren, 2008 ; De Rubeis et Bagni, 2010 ; Hagerman et al., 2010]. Les
souris FMR1”" ont une augmentation de la synthése de nombreuses protéines du cerveau [Qin et al.,
2005]. Cela a pour conséquence, entre autres, d’augmenter I'internalisation du récepteur AMPA, qui
passe par l'activation des récepteurs mGlurl/5 (récepteurs métabotropiques du glutamate de type
1 et 5) [Bassell et Warren, 2008]. On observe une simplification de l’arborisation dendritique et une
altération de la morphologie et de la densité des épines dendritiques dans les neurones de patients
FXS. La morphologie des dendrites est aberrante et il y a forte augmentation de la densité d’épines
dendritiques longues, minces et immatures qui ressemblent a des filopodes mais ayant une téte [Rudelli
etal., 1985 ; Irwin et al., 2001 ; Nimchinsky et al., 2001 ; Galvez et Greenough, 2005] (FIGURE 26.4). Les neurones

pyramidaux du cortex sont particulieérement touchés [Huttenlocher, 1970 ; Purpura, 1974].

Bien que ces anomalies des dendrites et des épines aient été corrélées avec des capacités cognitives
diminuées et un retard mental, la cause de ces dysfonctionnements est encore peu connue. Ces
observations suggerent donc que 'augmentation constitutive de la synthese protéique a la synapse
provoque des anomalies morphologiques et fonctionnelles des synapses. Un mécanisme avancé est
que en I’absence de FMRP, les synapses nouvellement formées peuvent étre stabilisées tout comme
dans le cas normal, mais qu’ici le signal qui cause la disparition des synapses inactives ou inappropriées
n’est pas transmis correctement. FMRP serait alors impliquée dans I'adressage de ces signaux, et son
absence conduit a la stabilisation non sélective de toutes les synapses actives ou non [Galvez et al., 2003 ;
Pfeiffer et al., 2010] (FIGURE 26.8). Cette hypothése est corroborée par le fait que le transport des granules
d’ARNm liés a FMRP se fait depuis le soma vers les épines dendritiques suite a I’activité neuronale
[Antar et al., 2004 ; Ling et al., 2004]. Enfin, Tsai et Huber montrent que I'augmentation de synthese de
eFlalpha dans les cellules FMR1”" séquestre I'ubiquitine ligase Mdm?2 ce qui empéche 'ubiquitylation
de PSD-95 et I'élimination des synapses [Tsai et al., 2012].
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Au niveau comportemental, les souris FMRP” ont des déficits de 'apprentissage et répondent moins
aux expériences de conditionnement a la peur [Paradee et al., 1999 ; Zhao et al., 2005]. Dans ’hippocampe
il n’y a pas de modifications de la LTP [Godfraind et al., 1996], elle est diminuée dans d’autres régions
comme le cortex somatosensoriel [Li et al., 2002]. En revanche, la LTD dans I’hippocampe dépendante
de la voie mGlur5 est augmentée [Choi et al., 2011]. Au niveau moléculaire, chez les souris déficientes
FMR1, I'absence de FMRP induit une sur-activation de Racl, ce qui conduit alors au développement
anormal des épines dendritiques. En effet Racl, une protéine de la GTPase sous-famille Rho, joue
un role dans le développement neuronal et des épines dendritiques ainsi que dans la formation
des synapses, via la régulation du spinosquelette [Bongmba et al., 2011]. En outre, 'augmentation de
I’expression de la Neuroligine-1 améliore le comportement social chez les souris FMR1", ce qui
suggere un role pour ces protéines d’adhésion ainsi que leurs partenaires, les Neurexines [Dahlhaus et
El-Husseini, 2010]. Ces deux voies de signalisation et leurs régulations sont encore peu explorées dans
le cas du FXS mais pourraient étre a 'origine de ’altération synaptique et morphologique observées

(FIGURE 26.4).

FIGURE 26 : ALTERATIONS DE L’ ARCHITECTURE DENDRITIQUE ET
MECANISMES IMPLIQUES DANS LE FXS
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A) Représentation schématique d’'un neurone a l'architecture dendritique normale et un neurone affecté par le FXS.
Larborisation dendritique est simplifiée dans le cas du FXS tandis que la densité des épines dendritiques est augmentée,
particulierement les épines longues et minces.

B) Schéma montrant le modele selon lequel I'absence de FMRP (animaux knock-out) pourrait amener a I'absence
d’élimination spécifique des synapses non activées, tout comme le maintien des synapses activées (fleche jaune) via
I'adressage incorrect des granules de transport.

Adapté de Bagni et Greenough, 2005 et Penzes et al., 2011.
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IV. L’HOMEOPROTEINE ENGRAILED DANS LA PLASTICITE NEURONALE

1. Généralités : de 'homéoboite a ’homéoprotéine

Dans le domaine de la biologie du développement, comprendre la succession des évenements qui
aboutissent ala formation d’'un organisme fonctionnel a partir de la cellule-ceuf initiale est une question
importante, notamment dans la compréhension des pathologies qui sont liées a un développement
anormal. L’étude du patrimoine génétique permettant I’'organisation dans le temps et dans I’espace des
différents mécanismes du développement embryonnaire a permis d’apporter de nombreux éléments

de réponse a cette question.

Les travaux initiaux de C. Bridges en 1915 ont permis d’identifier certains des génes essentiels a
I'identité des différents segments de D. melanogaster, nommés génes homéotiques sélecteurs [Gehring,
1998] (FIGURE 27). A la suite de ses travaux, ceux de E. B. Lewis, W. McGinnis, E. De Robertis et W.
Gehring ont permis la localisation des génes homéotiques qui s’organisent en complexes géniques
(clusters) [Lewis, 1978]. L’organisation des genes homéotique est particuliére : ils sont placés sur le
chromosome dansl’ordre qui correspond a celui des segments qu’ils contrdlent (principe de colinéarité)
[Lewis, 1978]. Ces génes sont caractérisés par une séquence trés conservée appelée dés lors homéoboite
chez les Insectes [Garber et al., 1983] et chez les Vertébrés [McGinnis et al., 1984 ; Carrasco et al., 1984].
Les 183 pb de I'homéoboite codent pour une séquence peptidique elle-méme trés conservée appelée
homéodomaine, le degré de conservation est de I’ordre de 90 % a travers les especes [Levine et al., 1984].
Les genes homéotiques chez les Vertébrés ont été appelés génes Hox. Chez ’homme comme chez la
souris il existe 4 clusters : Hoxa, Hoxb, Hoxc et Hoxd situés respectivement sur les chromosomes 7, 17,

12 et 2 dans le cas de ’homme [Ruddle et al., 1987]

Les homéoprotéines, produits des genes a homéoboite, sont des facteurs de transcription, elles
interagissent avec I’ADN via leur homéodomaine (HD), dont la conformation tridimensionnelle
reconnait spécifiquement des régions régulatrices de certains genes [Gehring et al., 1990]. Beaucoup
de ces genes sont a l'origine de la mise en place du plan d’organisation antéro-postérieur du corps
de nombreuses espéces animales [Levine et Hoey, 1988 ; McGinnis et Krumlauf, 1992] et leur expression
anormale aboutit a des modifications majeures dans la morphologie des individus [McGinnis et al., 1984]
y compris chez les vertébrés [Wright et al., 1989 ; Ruiz i Altaba et Melton, 1989 ; Cho et al., 1991]. Malgré la tres
grande homologie de séquence entre les HD des homéoprotéines, la spécificité est rendue possible par
deux phénomeénes : 1) de nombreux cofacteurs sont mis en jeu dans cette interaction [Mann, 1995 ; Mann
et Affolter, 1998 ; Mann et Chan, 1996], 2) elles peuvent interagir entre elles en se dimérisant [Wilson et al.,
1993 ; Wilson et al., 1995]. L’expression des homéoprotéines va donner a chaque segment embryonnaire
son « identité », créant en coopération avec d’autres genes des segments aux limites définies [revu dans

Pearson et al., 2005].
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FIGURE 27 : EXPRESSION DES GENES HOX ET ORGANISATION GENOMIQUE

b
C. elegans [ir-39_Heeh-13 - mab-5 agl-5 #—{ php-2 H_nob-1
D. melanogaster
Abd-B
Hoxa1 H Hoxa2 H Hoxa3 Hoxzs | Hoxa6 } [Toar] {"Hoxag HHoxa10 HHoxal1
M. muscuius  —{H0XBT H Hoxb2 H Hoxb3 HIHGRBAH Hoxbs —{ Hoxb6 +——{HaRBZ} LHGRBEH Hoxbd | {Hoxb13
~LdoxodH Hoxc | Hoxcb | {HoxeBH Hoxo9 HHoxe10 HHoxe11 HHoxo12 Hhoxe13
Hoxd1 Hoxdd {658 H Hoxd9 HHoxd10 HHoxd11 HHoxd12 HHoxd13 F

A) agauche,I'embryon de Drosophila melanogaster au stade 13, les couleurs correspondent schématiquement aux domaines
d’expression des genes Hox. Md, mandibule ; Mx, maxillaire ; Lb, labial ; T1-T3, segments thoraciques ; A1-19, segments
abdominaux. A droite, un embryon de souris (Mus musculus) au stade E12.5, avec la schématisation de I'expression des
genes Hox selon I'axe antéro-postérieur. R1, R4 et R7 : rhombomeéres du métencéphale. Dans les deux cas, les couleurs des
segments correspondent aux couleurs des genes Hox qui s’y expriment.

B) Représentation schématique des clusters de génes Hox (non a 'échelle) dans le cas de Drosophila melanogaster et de
Mus musculus. Les couleurs permettent de différentier les familles de génes Hox et les génes orthologues entre les clusters
et les especes sont représentés de la méme couleur. Abréviations : lab, labial ; pb, proboscipedia ; zen, zerknullt ; bed, bicoid ;
Dfd, Deformed, Scr, Sex combs reduced ; ftz, fushi tarzu ; Antp, Antennapedia ; Ubx, Ultrabithorax ; abd-A, Abbdominal-A ;
Abd-B, Abdominal-B.

Adapté de Pearson et al., 2005.

2. L’homéoprotéine Engrailed

L’homéoprotéine Engrailed (En) codée par le géne engrailed, compte chez les Vertébrés deux
homologues : Engrailed-1 (Enl) dont le gene est situé sur le chromosome 1 et chez ’homme sur le
chromosome 2, Engrailed-2 (En2) dont le géne est situé sur le chomosome 5 et chez ’homme sur le
chromosome 7 [Logan et al., 1989]. La structure du gene engrailed contient une séquence codant pour
un homéodomaine mais est différent de des autres homéogenes, la séquence codant ’'homéodomaine
est interrompue par un intron (282 pb) [Poole et al., 1985]. L’expression d’Engrailed-1 permet de
délimiter I’axe antéro-postérieur du corps, elle est exprimée spécifiquement dans les cellules de la
partie postérieure des segments [Lawrence et Morata, 1976 ; Kornberg, 1981 ; Lawrence et Struhl, 1982 ; Morata
et al., 1983 ; Logan et al., 1992]. Engrailed-1 est indispensable au développement embryonnaire et son
absence chez la drosophile entraine la mort des embryons dont les segments sont fusionnés les uns

aux autres [Kornberg, 1981 ; Kornberg et al., 1985].
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3. Expression cérébrale d’Engrailed au cours de I'embryogenese et
a l’age adulte

Les séquences génomiques codantes d’Enl et En2 présentent 44 % d’homologie [Joyner et Martin, 1987]
et sont exprimées principalement dans le cerveau tres tot dans le développement embryonnaire. Les
régions ou ces deux protéines s’expriment sont sensiblement différentes selon le stade embryonnaire

et 'isoforme étudiée.

Chez la souris, Enl comme En2 sont exprimées dés le stade somite (E8.0), aucune expression d’Enl

ou 2 n'est détectée avant la formation du premier somite [McMahon et al., 1992].

Enl est exprimée au niveau d’une population de cellules formant une bande au sein des bourrelets
neuraux. A E12.0, lorsque le tube neural est formé et que le cerveau est organisé en régions plus
facilement identifiables les unes des autres, Enl est détectable au niveau de la jonction entre
mésencéphale et métencéphale, au sein de cellules formant un anneau du tube neural, provenant
probablement de la population de cellules exprimant Enl des E8.0. Ces cellules participeront plus
tard dans le développement a la formation du cervelet, du tronc cérébral et des colliculi [McMahon
etal., 1992]. Par ailleurs, En1 est exprimé, dans un second temps a E12.0, au sein d’une région distincte,
consistant en deux bandes ventro-latérales qui s’étendent du métencéphale rostral jusqu’a la moelle
épinieére. L’expression d’Enl a ce stade du développement est cruciale, en effet les souris knock out
Enl présentent une absence de cervelet et d’une partie du colliculus inférieur et ne sont viables que
quelques heures apres leur naissance [Wurst et al., 1994]. Néanmoins, les souris En2 KO survivent [Millen
et al., 1994] malgré des défauts du cervelet. De plus, le knock in d’Engrailed-2 chez les animaux En1 KO
permet leur survie [Hanks et al., 1995]. Ceci montre qu’Enl et En2 ont des fonctions redondantes, et
qu’elles different non par leurs propriétés biochimiques mais par leur localisation spatio-temporelle
[Hanks et al., 1995]. En dehors du systeme nerveux central (SNC), En1 est exprimé de maniere transitoire
dans d’autres tissus au cours du développement : une bande de tissu dérivée du dermatome allant de la
téte au bout de la queue de part et d’autre de I’'embryon, un ensemble de cellules dérivée du sclérotome
le long du tube périchordal qui donne plus tard naissance aux vertebres ; au niveau des muscles de
la téte et du corps ; ainsi qu’au niveau des bourgeons de la queue et des membres [Joyner et Martin,
1987 ; McMahon et al., 1992]. Dés E15.5, ’expression d ’Enl est essentiellement restreinte au SNC. Enl ne

s’exprime plus que faiblement dans le cervelet apres la naissance (P6) [McMahon et al., 1992].

En2 est également exprimée dés E8.0, mais contrairement & Enl, apres ’apparition de 5 somites. La
protéine est détectée en hybridation in situ, a la jonction entre le mésencéphale et le métencéphale,
avec une intensité plus forte, entre E8.5 et E12.5. En2 continue d’étre détectée dans la plupart des
cellules du métencéphale jusqu’a E17. Ces cellules donneront naissance au cervelet et aux colliculi
supérieurs et inférieurs au niveau dorsal, ainsi qu’a une partie des systémes sérotoninergique (raphé
médian) et norépinephrinique (locus coeruleus) au niveau ventral [Davis et Joyner, 1988]. A E17.5 En2
a une expression restreinte aux colliculi et cervelet et s’exprime dans la couche de cellules granulaires
encore en cours de division. A 6 jours aprés la naissance (P6), En2 continue de s’exprimer fortement

dans le cervelet au niveau des cellules a grain en voie de développement et des cellules en voie de
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différentiation de la couche granulaire externe et cesse de s’exprimer dans les cellules de Purkinje

[McMahon et al., 1992]. Le TABLEAU 3 résume les données sur ’expression spatio-temporelle d’En1 et En2.

TABLEAU 3 : EXPRESSION D’ ENGRAILED-1 ET 2 AU COURS DU
DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE ET A L’AGE ADULTE (SOURIS)

Jonction mésencéphale/ Jonction mésencéphale/
E8.0 - 12.0 . p . p
métencéphale métencéphale
Cervelet en développement Cervelet en développement
Ectoderme des pattes Colliculi
E12.0 - 15.5 Muscles de la téte et du corps Noyaux ventraux du
Bourgeons queue et membres mésencéphale/ métencéphale
Vertebres Substance grise péri-acqueducale
Cervelet o dgvelgppement Cervelet en développement
Colliculi (faible) L
E15.5- PO s ; Colliculi
Moelle épiniere (faible) Substance noire
Verteébre / derme (faible)
. Cellules a grains en voie de
PO - P12 Cervelet (falbl.e) différentiation (cervelet)
Substantce noire :
Substance noire
Couches granulaire et moléculaire
Adulte Substance noire (cervelet)
Substance noire (sous population)

Adapté de Choi et al., 2011.

A. Structure d’Engrailed

Les séquences codantes d’Engrailed-1 et 2 donnent lieu a des protéines de 392 et 333 acides aminés,

respectivement, chez ’Homme [Logan et al., 1992].

L’étude des régions conservées montre qu’on peut les distinguer en 5 sous régions EH1 a 5 (engrailed
homology) : EH1 est située dans la partie N-terminale de la protéine de 20 (Enl) ou 19 (En2) acides
aminés, elle est relativement variable entre les espéces Vertébrées ou non [Joyner et Martin, 1987] ; EH2

a EH5 sont situés a la partie C-terminale trés conservée entre les especes.

La fonction transcriptionnelle d’Engrailed est médiée par les deux domaines : engrailed homolgy
region 1 (EH1) et engrailed homology region 5 (EH5), ainsi que ’homéodomaine (EH4) a la partie
C-terminale [Jaynes et O’Farrell, 1988, 1991 ; Ohkuma et al., 1990 ; Eaton et Kornberg, 1990 ; Hidalgo et Ingham,
1990] (FIGURE 28).

EH1 est suffisante pour conférer la propriété de répresseur transcriptionnel. Les deux autres domaines
EH?2 et EH3 sontles domaines de liaison aux membres de la famille Pbx qui sont également des facteurs

transcriptionnels de la famille des homéoprotéines, qui vont permettre la modulation de la spécificité
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de liaison [van Dijk et Murre, 1994 ; Peltenburg et Murre, 1997]. Ainsi les domaines EH1 a EH5 forment les
5 domaines assurant de maniere directe ou indirecte la liaison aux séquences nucléotidiques cibles
d’Engrailed.

D’autres domaines ont été décrits dontle domaine pénétratine, quise trouve au sein de’homéodomaine,
il correspond a sa troisieme hélice et permet aux homéoprotéines qui le portent d’étre internalisées
par des cellules [Derossi et al., 1994, 1996, 1998]. Elle est tout comme I’homéodomaine hautement
conservée. Enfin, Engrailed a deux domaines de liaison au facteur d’initiation de la traduction eif4E
(eurkaryotic initiation factor 4E -eif4E). Le domaine le mieux caractérisé dans la littérature est situé a
la partie C-terminale de la protéine et est constitué de 7 acides aminés dont la séquence consensus est
YxxxxLe, ot ¢ désigne un acide aminé hydrophobe et x un acide aminé quelconque [Topisirovic et al.,
2003]. Ce domaine d’interaction suggere un role dans la traduction cap-dépendante dont eIF4E est un
régulateur (INTRODUCTION IV.3.C.a). De nombreuses autres homéoprotéines contiennent ce domaine,
comme Otx2 [Nédélec et al., 2004]. Brunet et al., évoquent dans leurs travaux un potentiel deuxieme site
de liaison a eIF4E situé en N-terminal de la séquence protéique En2 [Brunet et al., 2005]. Un mutant
d’En2 (délétion des acides aminés 10 a 185, En2ASP) n’est plus capable d’influencer la dynamique
des cones de croissance ni de phosphoryler des protéines de la voie d’initiation de la traduction
(INTrODUCTION IV.3.C). Néanmoins les acides aminés concernés ne sont pas décrits, cet élément
est discuté dans la partie Discussion de ce manuscrit (Discussion [.4.4). Enfin nous décrivons un

troisiéme site de liaison eIF4E (RésurtaTs I).

B. Engrailed, facteur de transcription

a. Fonction et localisation sub-cellulaire

Engrailed a une région lui permettant de se lier a 'ADN, I’'homéodomaine (EH4). Sa structure
tridimensionnelle lui confere cette propriété : elle s’organise en trois hélices selon le motif hélice-
boucle-hélice (FIGURE 29), c’est cette partie de la protéine qui interagit avec ’ADN. L’hélice 1 (résidus
10 - 22 - FIGURE 28 ET FIGURE 29) et 2 (résidus 28-37) sont disposées parallélement 'une a l’autre et
couvrent le grand sillon de I’hélice d’ADN mais elles sont trop éloignées et ne forment que quelques
contacts [Kissinger et al., 1990]. L’hélice 3 (résidus 42 - 58) s’insere dans le grand sillon de ’ADN ou elle
forme de nombreux contacts. Enfin, la partie N-terminale est importante car elle s’insere également
dans le petit sillon de ’hélice d’ADN [Kissinger et al., 1990].

Logiquement, il est attendu qu’Engrailed ait une localisation nucléaire, plusieurs études ont confirmé
cette hypothése [Kessel et al., 1987 ; Sundin et al., 1990]. Néanmoins, plusieurs études rapportent que les
homéoprotéines peuvent aussi se situer dans d’autres compartiments cellulaires in vitro et in vivo.
In vitro, Pdx-1 qui régule ’expression du géne de I'insuline chez la souris se trouve dans le cytoplasme
si le taux de glucose est bas, et est transloquée dans le noyau lorsque celui-ci augmente [Rafiq et al.,
1998 ; Macfarlane et al., 1999]. In vivo, Otx-1, orthologue chez les Vertébrés de Orthodenticle (Otd) chez
la drosophile, est exprimé dans le SNC : dans le cytoplasme des précurseurs des neurones corticaux

et dans le noyau des cellules matures [Weimann et al., 1999]. Concernant Engrailed, les travaux d’A.
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Joliot ont permis d’établir qu’Enl et En2 se trouvent dans des compartiments non nucléaires, dans
des préparations cellulaires issues de mésencéphale embryonnaire de rat. Enl et En2 se trouvent alors
dans des vésicules qui pourraient étre des cavéoles car elles en présentent toutes les caractéristiques
biochimiques, immunologiques et morphologiques [Joliot et al., 1997]. Les cavéoles sont impliquées
dans la transcytose qui permet a une substance ou une particule (bactérienne ou non), de traverser le

cytoplasme d’une cellule et de passer ainsi d 'une région extracellulaire a une autre région extracellulaire.
Ces données permettent de formuler plusieurs remarques :

- les homéoprotéines, par leurs localisations diverses ont potentiellement des roles plus divers

que celui de facteur de transcription,

- ilexiste des mécanismes permettant de régulerlalocalisation sub-cellulaire deshoméoprotéines.

FIGURE 28 : STRUCTURE DE LA PROTEINE ENGRAILED-2 ET SES DIFFERENTS
DOMAINES D INTERACTION (A) ET DE L’ HOMEODOMAINE (B)

LMAQGLY
EH1 EH2EH3 EH4 \AEHS

A)

Motif de sécrétion
B) 20 4Ii!i ﬁlc
HoxA5 GKRARTAYTRYQTLELEKEFHFNRYLTRRRRIEIAHALCLSERQ | K IWFONRBMKWKK|DN 60
HoxB4 FKRSRTAYTHRQQVLELEKEFHYNRYLTRBRRBVEIAHALCLSERQI K IWFOQNREBMKWKK|DH 60
HoxB8 RRRGROQTYSRYQTLELEKEFLFNPYLTRKRRI EVSHALGLTERQVK IWFQNRRMKWKK|EN &0
HoxC8 RRSGROTYSRYQTLELEKEFLFNPYLTRKRRIEVYHALGLTERQVK IWFONRRMKWKKIEN 60
Pdx1 NKRTRTAYTRAQLLELEKEFLFNKY I SRPRRVELAIVMLNLTERH | K IWFONRRMKWKK|EE 60
Emx2 PKRIRTAFSPSQLLARLEHAFEKNHYVVGAERKQLAHSLSLTE[TQVK FONRRTKFKR|JQK 60
Engrailedl DKRPRTAFTAEQLQRLKAEFQANRY ITEQRRQTL ELSLNEISQ | K IWFQNKRAK | KKIAT 60
Engrailed2 DKRAPRTAFTAEQLQRLKAEFQTNRYLTEQRRQSL ELSLNEISQ | K IWFONKRAK | KK|IAT 60
Otx2 QRRERTTFTRAQLDVLEALFAKTRYPDIFMREEVAILKINLPESRVQO FKNRRAKCRQ{QQ 60
pax6 LOQRNRTSFTQEQIEALEKEFERTHYPDVFARERLAIAKIDLPELRIQVWFSNRRAKWRR|EE 60

Domaine d'internalisation pénétratine

A) Le domaine de liaison canonique (LMAQGLY) au facteur d’initiation de la traduction eIF4E (eucaryotic Initiation
Factor 4E), les domaines de liaison a ADN en tant que facteur transcriptionnel répresseur, domaines d’interaction
protéique PBX, 'homéodomaine et le domaine pénétratine.

B) Séquences signal d’internalisation (pénétratine) et de sécrétion pour Enl et En2 ainsi que 8 autres homéoprotéines. La
séquence d’internalisation correspond a la 3¢ hélice de Thoméodomaine, la séquence de sécrétion comprend une partie de
la deuxiéme hélice et le début de la 3¢éme avec une conservation des acides aminés basiques et hydrophobes. Les 3 hélices
sont indiquées par les lignes noires en gras.

Adapté de Spatazza et al., 2013 et de Choi et al., 2012.
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b. Génes cibles

Engrailed agit comme facteur transcriptionnel répresseur in vitro, lorsqu’il est transfecté dans des
cellules COS-7 [Jaynes et O’Farrell, 1988 ; Han et al., 1989]. Cette action est médiée par ’homéodomaine
comme décrit précédemment (FIGURE 28). Les travaux de Jaynes, ont par la suite montré qu’Engrailed
était capable de réprimer certains génes de maniére passive et active. Passive, en se liant directement a
I’ADN a la place d’autres activateurs, et empéchant donc I’expression de leurs cibles par compétition,
ou active en se liant a des activateurs qui eux-mémes lient des séquences ADN différentes de celles
qu’En est capable de lier, probablement via des interactions protéine - protéine [Jaynes et O’Farrell, 1991].
Plus tard, plusieurs génes cibles potentiels ou avérés d ’Engrailed ont été identifiés particuliérement chez
Drosophila melanogaster. Les travaux de I’équipe de F. Maschat ont permis d’identifier 203 séquences
correspondant a des génes cibles potentiels. Engrailed est défini comme un facteur transcriptionnel
répresseur mais in vivo plusieurs cibles sont activées, en réalité Engrailed, agissant seul est bien un
facteur répresseur, mais in vivo il agit de concert avec de nombreux co-facteurs notamment avec

Extradenticles et PBX-1 ce qui le transforme en facteur activateur [Serrano et Maschat, 1998].

Dans 55 % des cas les fragments identifiés pouvaient étre associés a des génes connus, soit 111 genes,
dont 89 ont une fonction connue ou appartiennent a une famille identifiée. Ces 89 génes potentiels
identifiés peuvent étre catégorisés en 6 grandes familles (TABLEAU 4). Un groupe important de
cibles (40 %) est liés a la neurogenese, ce qui avec la localisation restreinte au SNC dés E12.5 montre
I'importance de l'implication d’Engrailed dans le développement du cerveau. Peu d’études aussi
extensives ont été menées chez la souris ou d’autres vertébrés, seuls trois génes ont été identifiés chez
la souris comme des cibles directes d’Engrailed : 'expression de MAP-1B (expression réprimée par
En) et BPAG-1 (Bullous Pemphigoid Antigen 1) (expression diminuée par En dans le SNC), impliqués
respectivement dans la stabilisation des microtubules et des filaments intermédiaires [Montesinos
et al., 2001 ; Mainguy et al., 2000] et FGF-8 dont la transcription est activée par Engrailed [Gemel et al.,
1999]. Parmi les facteurs important de la neurogenese on peut également citer : camKII, tomosyn, ou

hungtingtine, également génes cibles potentiels d’Engrailed [Solano et al., 2003].

En utilisant un modeéle de Drosophila melanogaster de la maladie d'Huntington, exprimant un géne
muté humain possédant 138 répétion CAG, le groupe de Florence Maschat a montré qu’Engrailed
a un rdle neuroprotecteur en augmentant la transcription du gene endogene de la huntingtine de
drosophile (dhtt), ce qui empéche 1’agrégation des protéines anormales [Mugat et al., 2008]. Il semble
que la protéine ainsi synthétisée, qui a les mémes propriétés que la forme humaine hHtt, permet de

ralentir la dégradation protéique des agrégats ce qui diminue la neurotoxicité [Arribat et al., 2013].
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FIGURE 29 : STRUCTURE DE L’HOMEODOMAINE D  ENGRAILED ET
INTERACTION AVEC L’ADN

B)

oméodomaine
Engrailed

Double hélice d’ADN

A) Représentation schématique de la structure tridimensionnelle hélice-boucle-hélice d’Engrailed, 54 acides aminés
modélisés.

B) Représentation schématique de l'interaction de 'homéodomaine avec le double brin ¢’ ADN, I'hélice 3 s’intercalant
dans le grand sillon de la double hélice &’ ADN.

Adapté de Islam et al., 2002.

TABLEAU 4 : GENES CIBLES POTENTIELS D' ENGRAILED

Organisation
antéro-postérieure slp2, fz2, nkd, arm, Wnt2, scm, corto, ash2
de 'organisme
Développement de
I, knrl, sty, vn, bnl,
Paile et de la trachée vvh el sty v, ol px
Développement des Gsc, twi, mam, hbs, nrm, aret, Ca-alpha 1D, Pka-C2, CG1890
muscles
Cytocinése tensin, CG15158, insc, pebble, Grip84, Klp54D, CG12908, p120ctn
Neurogenese fzd, FGF8, eg, acj6, onecut, Mio, fra, comm, beat-Va, Or22c, Or42b,
Or83c, Shal, Ptp4E, HD-14, Cad89D, CG4509, fat2, stan, 18W, con, Cha,
CG5559, unc-13-4A, ine, SNF4A PK, twins, camKII, CG9811, G-ia65A,
robl62A, huntingtin, enb, Furl, ben, tomosyn, Leucokinin, trio, TUBB3
Développement de ed, Calx, CdsA, lama, Pkg21D, inaD, CG12731, cno, drk
P ceil
Autres P53, Ets98B, dd4, Acp33A, Ubp64E

Geénes cibles potentiels d’Engrailed identifiés par co-immunoprécipitation d’Engrailed et la
chromatine. Adapté de Serrano et al., 1995 ; Solano et al., 2003.
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C. Engrailed, facteur de traduction

Topisirovic montrent qu’Engrailed posséde un domaine de liaison au facteur d’initiation de la
traduction 4E (eucaryotic Initiation Factor 4E - eif4E), comme 199 autres homéoprotéines [Topisirovic
etal.,2003]. S. Nédélec et A. Trembleau ont montré que 'homéoprotéine Emx2 interagit avec eif4E dans
les axones des neurones sensoriels olfactifs, indiquant une potentielle régulation de la traduction. Les
homéoprotéines Engrailed-2 et Otx2 ont également la capacité d’interagir avec eIF4E [Nédélecet al.,2004],
et des analyses in silico ont montré la présence d’'un site YxxxxL¢ dans plus de 200 homéoprotéines

[Topisirovic et al., 2003].

a. Role d’eIF4E

La traduction chez les eucaryotes se fait classiquement selon deux voies : cap-dépendante ou cap-
indépendante, en référence aux mécanismes mis en jeu pour les ARN messagers (ARNm) ayant une
coiffe « 5°-cap ». Cette modification post-transcriptionnelle consiste en un nucléotide modifié que 'on
trouve a 'extrémité 5’ des ARN messagers (guanosine méthylée en position N7). La grande majorité
des ARNm chez les eucaryotes portent cette coiffe et sont donc traduits via la voie cap-dépendante : en
effetles ARNm sans coiffe 5’ sont estimés a 3 % de la totalité des ARNm de la cellule [Johannes et al., 1999].
Cette coiffe a pour fonctions de : 1) protéger les ARNm des ribonucléases du cytoplasme 2) stabiliser
la structure tridimensionnelle de ’ARNm 3) participer au signal d’export nucléaire une fois "’ARNm
mature 4) permettre le recrutement des facteurs d’initiation de la traduction dans le cytoplasme et
notamment du ribosome 40S. D’autres facteurs interviennent dans l'initiation de la traduction eIF3
(eucaryotic Initiation Factor 3), eIF2, et notamment eIF4F qui est un complexe composé de : eIF4E,
elF4A et eIF4G. elF4E reconnait spécifiquement la coiffe 5° et est ainsi indispensable a I’initiation de
la traduction cap-dépendante : eIF4A est une ARN hélicase dont l’activité, dépendante de I’ATDP, est
nécessaire pour défaire les structures secondaires du brin d’ARN le rendant accessible au scanning par
le ribosome [Rogers et al., 2002] ; elF4G quant a lui est une protéine chaperon permettant de coordonner
I’ensemble de ces acteurs ; il augmente 1’activité hélicase et d’hydrolyse de I’ATP d’elF4A, et lie la
coiffe 5° (via elF4E) et la sous-unité 40S (via eIF3). Le complexe d’initiation est alors formé lorsque
elF4E peut interagir avec elF4G : la sous-unité 40S liée aux différents facteurs d’initiation est liée a la
coiffe 5’ et le scanning de la séquence de ’ARNm peut débuter pour trouver le codon d’initiation AUG,
provoquant le départ des différents facteurs d’initiation et laissant place a la sous-unité 60S qui pourra
alors venir se fixer a la sous unité 40S formant ainsi un ribosome 80S complet et fonctionnel. Cela
marque le passage a I’étape suivante : I’élongation de la protéine a partir de la lecture de la séquence
d’ARN [Merrick, 2004] (FIGURE 30). Pendant I’embryogenése de la drosophile, ’homéoprotéine Bicoid
réprime de facon sélective I’initiation de la traduction de ’ARNm Caudal. Ce processus fait intervenir
une fixation de Bicoid, d’une part sur eIF4E (via une séquence YxxxxL¢@) et, d’autre part, sur une
région appelée Bicoid response element située dans la séquence 3’ non traduite (3’UTR) de ’TARNm
Caudal, par ’'homéodomaine. La fixation de Bicoid sur eIF4E bloque l'interaction initiatrice de la
traduction entre eIF4E et elF4G, alors que l'interaction avec ’ARNm permet de cibler cette régulation
sur ’ARNm Caudal [Niessing et al., 2002]. Cet exemple montre que ’homéodomaine peut reconnaitre
spécifiquement des régions de ’ARNm. Engrailed lie eIF4E mais il n’est pas encore démontré qu’elle
puisse lier ’ARNm, le mécanisme d’action est probablement différent d’autant qu’Engrailed est un

activateur de la traduction de certains ARNm [Alvarez-Fischer et al., 2011 ; Stettler et al., 2012]. -
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Représentation du modele closed-loop, le complexe eIF4G interagit avec la coiffe 5’ via eIF4E et la queue poly(A) via PABP,
recrutant la sous-unité 40S ribosomale via eIF3. Par souci de simplicité d’autres facteurs ont volontairement été omis de
ce schéma.

Adapté de Lopez-Lastra et al., 2005.

b. Engrailed dans le guidage axonal

Chez les vertébrés, les axones des cellules ganglionnaires rétiniennes (RGC) se projettent de fagon
ordonnée dans le colliculus supérieur. Les axones dont les corps cellulaires sont situés dans la rétine
nasale se projettent dans la partie postérieure du tectum [Braisted et al., 1997 ; Ciossek et al., 1998 ; Frisén
et al., 1998 ; McLaughlin et O’Leary, 2005], et ceux venant de la rétine temporale dans le tectum, ce qui
indique que d’autres molécules de guidage sont impliquées. La traduction locale faisant intervenir
Engrailed est un acteur important dans le guidage axonal des connections rétino-tectales chez la
souris [Brunet et al., 2005 ; Wizenmann et al., 2009 ; Stettler et al., 2012], plus précisément c’est une fraction
extracellulaire d’Engrailed qui est impliquée dans ce processus. En effet, le blocage d’Enl/2 a
Iextérieur de la cellule perturbe la mise en place de ces connections nerveuses. Cet effet repose sur
’activité traductionnelle d’Engrailed : l'utilisation d’'un mutant d’En2 n’ayant pas le site de liaison
a eIF4E (En2ASP, délétée des acides aminés 10 a 185) abolit I'effet d’Engrailed sur le guidage des
codnes de croissance des neurones temporaux et nasaux, on obtient la méme inhibition de Deffet
avec la rapamycine qui inhibe la traduction des ARNm cappés ; l'utilisation d’un inhibiteur de la
transcription n’abolit pas ’effet d’Engrailed [Brunet et al., 2005]. Dans les cones de croissance traités
avec Engrailed il y a une augmentation significative de la phosphorylation d’eIF4E et de 4E-BP1, deux
protéines de la voie mTOR de régulation de la traduction [Brunet et al., 2005]. Ces données indiquent
que le mécanisme traductionnel par lequel Engrailed régule la carte rétinotectale pourrait étre dti a un

mécanisme mettant en jeu la liaison entre Engrailed et eIF4E.
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c. Engrailed dans la maladie de Parkinson

Engrailed-1 et Engrailed-2 sont exprimées dans les neurones dopaminergiques (i.e. de la substance
noire) depuis les précurseurs embryonnaire jusqu’a ’age adulte, leur expression est nécessaire a la
survie de ces neurones a 1’age adulte [Alberi et al., 2004]. Engrailed-1 est notamment plus fortement
exprimée dans la substance noire. Chez les souris hétérozygotes En1*" il y a une dégénérescence et une
mort neuronale progressive, atteignant 40 % pour des souris agées de 48 semaines dans la substance
noire [Sonnier et al., 2007]. Ces souris présentent de nombreux déficits moteurs et non-moteurs qui
rappellent le tableau clinique de la maladie de Parkinson (MP) [Le Pen et al., 2008]. Cette maladie
neurodégénérative se caractérise sommairement par une dysfonction des neurones dopaminergiques

du SNC, particulierement du systeme nigrostriatal ce qui aboutit a un déficit en dopamine.

Chez les souris Enl*", I'infusion cérébrale d’Engrailed-1 a permis d’empécher la mort des neurones
dopaminergiques [Sonnieretal.,2007]. Desrésultats similaires ont été obtenus surun modele dintoxication
au MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) de la MP, cette toxine cible le complexe I
mitochondrial dont la fonction est altérée dans la MP [Alvarez-Fischer et al., 2011]. En s’appuyant sur les
données relatives au role d’Engrailed dans le guidage axonal, deux cibles traductionnelles d’Engrailed
ont été identifiées : Ndufs1 et Ndufs3, sous-unités du complexe I mitochondrial dont la traduction est
augmentée dans les neurones dopaminergiques traités avec Engrailed. L’utilisation de siRNA dirigés
contre les ARNm de ces deux sous-unités abolit I’effet neuroprotecteur d’Engrailed [Alvarez-Fischer

etal.,2011].

En conclusion, les homéoprotéines, et en particulier Engrailed, ont une double fonction originale en

tant que facteur de transcription et facteur de traduction.

+. Engrailed, une molécule de signalisation

A. Internalisation

L’homéodomaine de I'homéoprotéine Engrailed lui permet de passer la barriére de la membrane
cytoplasmique et c’est ce méme domaine qui porte le signal permettant sa sécrétion. Il s’étend de
I’acide aminé 42 a 58 [Derossi et al., 1994, 1996 ; Joliot et Prochiantz, 2004] et correspond a la troisieme
hélice de ’'homéodomaine, appelé « pénétratine » [Chatelin et al., 1996 ; Joliot et al., 1998 ; Maizel et al., 1999 ;
Joliot et Prochiantz, 2004] (FIGURE 28). Cette propriété a été démontrée in vivo pour 4 homéoprotéines :
Engrailed—l, Engrailed-Z, Otx2 et Pax6 [Lesaffre et al., 2007 ; Sugiyama et al., 2008 ; Wizenmann et al., 2009 ;
Di Lullo et al., 2011; Yoon et al., 2012]. Les mécanismes qui régissent l'internalisation sont indépendants
des mécanismes d’endocytose : I'observation sur cellule vivante de I'internalisation de la pénétratine
marquée par un fluorophore montre un marquage diffus au sein du cytoplasme et du noyau, sans
accumulation dans ce qui pourrait étre des vésicules d’endocytose ; par ailleurs cette internalisation
se fait aussi bien a 37 °C qu’a 4 °C [Joliot et al., 1998]. Le mécanisme précis n’est pas encore connu mais
il mettrait en jeu une étape d’interaction avec les charges négatives membranaires puis une étape de

déstabilisation de la bicouche lipidique par le Tryptophane48 du domaine pénétratine [Christiaens et al.,
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2002 ; Lensink et al., 2005 ; Brunet et al., 2005 ; Jiao et al., 2009]. Cet acide aminé en position 48, trés conservé,
est crucial a la fois pour I'internalisation de ’homéodomaine seul comme des homéoprotéines entiéres
[Dupont et al., 2007 ; Torero Ibad et al., 2011 ; Spatazza, Di Lullo et al., 2012]. Cette internalisation est régulée
in vivo par l’existence de sites de liaison aux homéoprotéines a la surface des cellules [Beurdeley, Spatazza
et al., 2012], ce qui expliquerait qu’in vivo 5 % des HPs sont a la surface cellulaire et 95 % intracellulaires
[Wizenmann et al., 2009 ; Di Lullo et al., 2011]. Un deuxiéme mécanisme supposé in vivo est qu’Engrailed
puisse entrer dans les cellules en formant des « micelles inverses », un mécanisme indépendant du
transport vésiculaire ainsi que de la présence d’un récepteur [Joliot et al., 1997]. Cette propriété est
partagée par de nombreuses homéoprotéines, y compris au sein du monde végétal [Lucas et al., 1995 ;

Crawford et Zambryski, 2001 ; Ruiz-Medrano et al., 2004 ; Bolduc et al., 2008].

B. Sécrétion

A Tinverse de I'internalisation, la séquence de sécrétion ne semble pas suffisante. En effet, la
sécrétion est sensible a la température et la sécrétion n’est possible qu’a 37 °C. Par ailleurs dans le
cas de I’'homéoprotéine Engrailed-2, il a été montré qu’elle peut s’associer in vivo a des vésicules
ayant les propriétés biophysiques, biochimiques et immunologiques des cavéoles, laissant penser a
un mécanisme de transcytose comme décrit chez les plantes [Joliot et al., 1997 ; Crawford et Zambryski,
2001]. Il semble que ce mécanisme soit régulé : la phosphorylation d ’Engrailed-2 y participe in vitro et
pourrait également y participer in vivo [Maizel et al., 2002]. Néanmoins, la régulation de la sécrétion et

ses implications in vivo restent particulierement méconnues.

On peut ainsi différencier deux voies d’action des homéoprotéines : une voie out I’homéoprotéine
agit sur la cellule qui I’a synthétisée, appelée « cell-autonome » ; et 'autre out ’'homéoprotéine est
sécrétée puis internalisée par une cellule a distance au sein de laquelle elle va agir, appelée « non cell-

autonome ». Ces modalités fonctionnelles des homéoprotéines sont regroupés dans la FIGURE 31.

C. L’exemple d’Otx2

Otx2 est particulierement intéressant puisque les cellules dans lesquelles la protéine s’accumule et sur
lesquelles elle agit ne I’expriment pas (cellules GABAergiques cortex visuel), et qu’elle est exprimée
par des cellules a distance (dans la rétine), ce qui est argument pour supposer sa sécrétion et son
internalisation [Sugiyama et al., 2008 ; Sugiyama et al., 2009]. Otx2 est une homéoprotéine importante
pour 'ouverture de la période critique de la plasticité du cortex visuel chez la souris durant laquelle
les stimuli provenant des deux yeux participent au modelage du cortex visuel. Le transfert de cette
homéoprotéine régule la plasticité du cortex visuel : probablement synthétisée par des cellules de
la rétine [Sugiyama et al, 2008], elle est internalisée par les neurones parvalbumine-positifs (PV).
Un marquage par hybridation in situ montre la présence de 'ARNm d’Otx2 dans les neurones
bipolaires de la rétine, alors que la protéine est détectée par immunohistochimie dans ces neurones
et les cellules rétiniennes ganglionnaires. De méme dans le thalamus, les neurones GABA-ergiques
expriment ’ARNm d’Otx2, alors que la protéine est présente aussi dans les cellules faisant relai entre

ces interneurones et les cellules du cortex visuel. Enfin, dans le cortex visuel, ’ARNm d’Otx2 n’est pas
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détecté, alors que la protéine s’accumule clairement dans les neurones PV (Parvalbumine) durant la
période critique [Sugiyama et al., 2008]. Ainsi une source possible de la protéine Otx2 serait la rétine.

Cette homéoprotéine entraine la maturation des neurones PV, ce qui marque I'ouverture la période
critique [Sugiyama et al., 2008]. L utilisation d’anticorps anti-Otx2 dans le milieu extracellulaire du cortex
visuel des souris perturbe 'ouverture de la période critique [Sugiyama et al., 2008]. Des travaux ultérieurs
ont mis en évidence le rdle de la matrice extracellulaire dans ce phénomeéne : les neurones PV sont
spécifiquement entourés d’un réseau de protéoglycanes chondroitine sulfate (glycosaminoglycanes,
GAQG) et d’acide hyaluronique appelé peri-neuronal nets (PNNs) [Celio et al., 1993] qui permettent de
capter Otx2. L’homéoprotéine contient une séquence de 15 acides aminés (domaine RK) qui permet
sa liaison aux GAG [Beurdeley, Spatazza et al., 2012]. Ce lien est spécifique, puisque I'infusion d’une autre
homéoprotéine, En2, n’entraine pas d’enrichissement de la protéine dans les neurones PV [Sugiyama
et al., 2009], ce qui suggeére que les homéoprotéines puissent étre reconnues par des « épitopes »
différents au sein de la matrice extracellulaire de GAGs [Holt et Dickson, 2005]. L’expression de ces
épitopes pourrait méme étre régulée par ’homéoprotéine elle-méme : des études de perte de fonction
et gain de fonction d’Otx2 ont montré qu’elle induit la formation des PNN, en augmentant le nombre

de neurones PV entourés de PNN [Sugiyama et al., 2008].

FIGURE 31 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES VOIES « NON-CELL-
AUTONOMOUS » ET « CELL-AUTONOMOUS »

Cell-autonome Homéoprotéine  Non Cell-autonome
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Lesroles intracellulaires de facteur de transcription ou régulateur traductionnel apparaissent, ainsi que le role intercellulaire,
avec la sécrétion et I'internalisation. On remarque que les roles transcriptionnel et/ou traductionnel ne sont pas exclusifs et
ne dépendent pas du type de voie empruntée cell-autonome ou non cell-autonome.
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5. Role des homéoprotéines dans la morphogenese et plasticité
neuronales

L’expression des homéogenes chez les Vertébrés ne se limite pas au développement embryonnaire et
perdure pour un certain nombre d’entre eux a I’age adulte dans le SNC. Leur role précis reste encore
peu connu, méme si des études récentes ont permis de mieux les appréhender [Brunet et al., 2005 ;
Alvarez-Fischer et al., 2011 ; Beurdeley, Spatazza et al., 2012 ; Stettler et al., 2012].

Dans les phases tardives du développement embryonnaire, les homéogeénes ne sont plus exprimés
que dans certaines populations de cellules, précurseurs neuronaux, cellules gliales ou neurones
différenciés. C’estlors de cette phase ot leur réle sur la morphogenése et la plasticité neuronales est plus
évident. Cette partie regroupe les exemples ol les homéoprotéines ont un role dans le développement

synaptique.

Chez le nématode C. elegans une mutation de ’homéogene unc-4 se traduit par une modification des

projections synaptiques [White et al., 1992 ; Miller et Niemeyer, 1995].

Chez D. melanogaster,les travaux del’équipe de E Maschat ont montré qu’Engrailed est particulierement
impliquée dans la régulation des molécules de guidage axonal. Chez les embryons Enl”" on observe
I’absence des commissures postérieures et des défauts de guidage axonal sont observés lorsque
I’expression d’Engrailed est perturbée au cours des stades embryonnaires précédant la spécification
neuronale. Les genes enabled, trio et frazzled, qui sont des cibles possibles directes d’Engrailed (leurs
genes posseédent des séquences potentielles de fixation a Engrailed) interagissent avec Engrailed pour

former les commissures postérieures au cours du développement de la corde ventrale [Joly et al., 2006].

Ensuite, chez le cafard P. Americana, un petit nombre de neurones sensoriels forment des synapses trés
spécifiques avec 14 interneurones géants bien identifiés [Blagburn, 1989 ; Thompson et al., 1992]. Engrailed
n’est exprimée que dans les neurones sensoriels médiaux, agissant ainsi comme un indicateur de
position vis-a-vis des autres neurones. Elle controle la topographie des projections axonales permettant
de guider le choix des cellules sensorielles faisant synapse : I’abolition de son expression par des ARN

interférents modifie profondément la carte des projections synaptiques de ces neurones. [Marie et al.,
1999]

Les travaux de Bloch-Gallego et al., ont montré que dans le cas de motoneurones issus d’embryons de
poulet, in vitro, le traitement avec la partie contenant ’homéodomaine d’Antennapedia augmentait
de deux fois la croissance neuritique ainsi que l’arborisation et plus particuliérement I’élongation
de ’axone et le nombre d’embranchements axonaux. Cet effet est dépendant de la capacité a lier
I’ADN pour ce peptide, puisque les neurones traités avec un mutant capable d’étre internalisé mais pas
d’atteindre le noyau ont un développement comparable a celui des neurones contrdle [Bloch-Gallego
et al., 1993]. L’homéodomaine est donc capable de réguler la morphologie des neurones en entrant en
compétition avec les homéoprotéines endogenes de la cellule [Bloch-Gallego et al., 1993 ; Joliot et al., 1993 ;

Le Roux et al., 1993, 1995].
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Dansle cortex visuel de souris, 'accumulation d’Otx2 dans les neurones GABA-ergiques parvalbumine
est nécessaire a la maturation de ces neurones et marque la fermeture de la période critique. Beurdeley,
Spatazza et al., identifient le motif permettant la liaison d’Otx2 aux perineuronal nets entourant les
neurones PV. Linfusion d’'un peptide contenant ce motif, en compétition avec la protéine Otx2
endogéne pour la liaison aux glycosaminoglycanes des PNNs, permet la réouverture de la période

critique et la restauration la vision chez des animaux amblyopiques [Beurdeley, Spatazza et al., 2012].

Une réduction du nombre d’épines dendritiques des neurones corticaux (couches 2 et 3) a été observée
dans le cerveau de souris dont le géne homéotique cuxI ou cux2 a été inactivé [Cubelos et al., 2010]. Ces
résultats sont néanmoins discutés : Li et al., montrent que dans les neurones corticaux (couches 2 et 4)
la surexpression de cuxI diminue la complexité dendritique [Li et al., 2010]. Dans les deux cas, cuxI et

cux2 sont des acteurs importants de la plasticité dendritiques.

Ainsi, les homéoprotéines, dont Engrailed, agissent durant le développement embryonnaire sur deux
aspects essentiels du neurone : sa morphologie et la synaptogéneése. Dans le cas d’Engrailed, I'effet sur le
guidage axonal a bien été caractérisé et dépend de la régulation de ses genes cibles. Ces fonctionnalités
permettent d’envisager un role pour ces homéoprotéines dans la plasticité au sens large du systeme
nerveux chez I'adulte, et de maniére assez intéressante dans la compréhension, voire la thérapeutique

de certaines maladies du SNC, comme l’autisme.

6. Engrailed, geéne de susceptibilité a I'autisme

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des maladies neurodéveloppementales comme décrit
ci-dessus. Des études étiologiques ont montré qu’il s’agit d’une maladie multigénique, les genes de
susceptibilité décrits sont nombreux [Folstein et Rosen-Sheidley 2001]. Des études sur I’ensemble du
génome de patients ont permis de révéler I'importance du chromosome 7 dans l’autisme, le géne
engrailed-2 est situé au locus 7Q36.3 chez I’homme. Cette région est associée aux TSA [Alarcon et al.,

2002 ; Auranen ef al., 2002], et a certains troubles du langage [Folstein et Mankoski, 2000].

Plusieurs études ont montré une association entre l’haplotype A-C de deux marqueurs de
polymorphisme (SNP rs1861972 et rs1867973) situés dans 'unique intron de EN2. Trois études
indiquent que I’association de cet haplotype avec les TSA est tres significative : deux études américaines
regroupant 518 familles (p=3,5.107) [Benayed et al., 2005 ; Gharani et al., 2004], et une étude indienne
regroupant 128 familles (p=0,06) [Sen et al., 2010]. D’ autres études rapportent des résultats similaires
[Brune et al., 2007; Yang et al., 2008; Yang al., 2010]. Une équipe a rapporté que d’autres polymorphismes
de type SNP du reste de la séquence d’engrailed-2 sont associés au TSA (FIGURE 32) [Wang et al., 2008].
Dans ces deux études, réalisées sur des familles chinoises Han, les résultats contrastent avec ceux
de Benayed et Gharani : I’haplotype A-C semble étre protecteur vis-a-vis de ’autisme, et un autre
polymorphisme SNP (G-A-C : rs6460013-rs1861972-rs1861973) est moins fréquent que chez les
hommes touchés que chez les femmes (38,6 % contre 52,5 %) et pourrait donc étre un polymorphisme

modulateur de la vulnérabilité a la maladie [Yang et al., 2010].
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Dans les cellules en cultures, ’haplotype A-C est associé a une augmentation de I’activité du promoteur
d’engrailed-2, suggérant que ce polymorphisme a des effets sur I’expression du gene. Si I’association
génétique entre engrailed-2 et les TSA semble tres significative, le risque associé a la présence de
I’haplotype A-C est faible (x 1,4) [Choi et al., 2011]. Mais, étant donné la fréquence de l’allele dans la
population, engrailed-2 pourrait étre associé a un grand nombre de cas. L’étude du niveau d’expression
d’engrailed-2 sur des cerveaux de patients atteints d’ASD montre qu’il existe une augmentation
significative de ’ARNm d’En2 chez ces patients comparés a des individus sains (p<0,01) [Choi et al.,
2010]. Dans ce sens, James et al., montrent qu’ une hyperméthylation du promoteur d’Engrailed-2 dans
les cerveaux de patients autistes est associée a une augmentation de I'expression du gene [James et al.,
2013].

L’inactivation du gene engrailed-2 chez la souris provoque des défauts de développement du cervelet
proches de ceux qui sont observés chez les autistes : hypoplasie cérébelleuse et diminution de la
densité des cellules de Purkinje [Bauman et Kemper, 2005 ; Millen et al., 1994]. De plus, une diminution des
interactions sociales a été observée chez ces souris qui rappellent certains phénotypes comportementaux
des patients autistes [Cheh et al., 2006]. Chez ces souris il y existe une hypersérotoninémie qui est un
marqueur biologique de la maladie [Yuwiler et al., 1992 ; Laszl6 et al., 1994 ; Reichelt et al., 1994 ; Singh et al.,
1997]. D’un point de vue fonctionnel, I’haplotype A-C est nécessaire a la fixation de deux régulateurs
transcriptionnels d’Engrailed : Cux1 (Cut-like homeobox 1) et NFIB (nuclear factor I/B), qui sont
nécessaires a l’activation transcriptionnelle d’Engrailed, dans des cultures primaires d’hippocampe
[Choi et al., 2012].

En2 régule la connectivité du cervelet [Sillitoe et al., 2008 ; Sillitoe et al., 2010 ; Cheng et al., 2010] et participe
au guidage axonal des neurones de la rétiniens [Brunet et al., 2005], elle participe aussi au développement
des systemes sérotoninergique et norépinéphrinique [Simon et al., 2005], ainsi que la balance inhibition/

excitation (E/I) dans le SNC [Tripathi et al., 2009] ; qui sont autant d’aspects altérés dans [’autisme.

L’ensemble de ces données suggerent que le géne engrailed-2 est un géne de susceptibilité a ’autisme,
dont la régulation positive de ’expression est corrélée a un risque augmenté d’autisme. Enfin, Kuermele
et al., montrent que les souris En1*" présentent des défauts anatomiques (positionnement anormal de
I'amygdale) et histologiques (foliation anormale du cervelet, diminution du nombre de cellules de
Purkinje) qui pourraient étre représentatifs d'une partie des dysfonctions des TSA [Kuermele et al.,

1997].
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FIGURE 32 : POSITIONS DES 5 SNPs DU GENE EN2 ET DES SITES SUPPOSES
DE LIAISON DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

GATA-1, GATA-2,
MZF1 binding site

l Intron E,:xon 2
I SU%R ] o
rs61 50410 3UTR o
| 534808376 153735653 rs1861973/Sp1 binding
4 ' 151861972 |
1096 bp 2721 bp
2560 bp 152 bp

Adapté de Sen et al., 2010.
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PROCEDURES EXPERIMENTALES




NB : Les procédures expérimentales décrites dans I'article (p. 101 ) et reprises ici sont plus détaillées.

1. Culture cellulaire

A.La préparation des cellules d’hippocampe

Les concentrations indiquées sont les concentrations finales.

Les neurones d hippocampes de souris Swiss (JanvierLabs) sont obtenus en des embryons a E16, selon

le protocole de Kaech et Banker [Kaech etBanker, 2006 ; revu dans Beaudoin III et al., 2012 ].

Apres décapitation, le cerveau est extrait dans du milieu Neurobasal (NB, Gibco ©) préalablement
refroidi a 4 °Cpuis divisé en deux parties afin d’ouvrir les hémisphéres et d’en retirer soigneusement les
méninges. Les hippocampes récupérés sont mis dans 20mL de NB et maintenus sur de la glace a 4 °C
durant le reste de la dissection. Les hippocampes sont ensuite lavés dans ce méme milieu : le surnageant
contenant les débris cellulaires est éliminé par centrifugation a 500 rpm pendant 30 secondes, suivi de

deux lavages au HBSS avec la méme procédure (FIGURE A).

Ils sont ensuite incubés dans 1 mL (< 6 embryons disséqués) ou 2mL (> 6 embryons disséqués) de
milieu HTD (HBSS Tryspin Dnase- TABLEAU A3) tamponné par de 'HEPES contenant de la trypsine
et de DNAse pendant 12 minutes a 37 °C au bain-marie, l’activité de la trypsine est ensuite bloquée
avec 150 pL de SVF (Sérum de Veau Foetal) ou de milieu B27 (Invitrogen ©). Les hippocampes sont
alors triturés et les cellules séparées les unes des autres grace a une pipette Pasteur rodée sur une
flamme permettant d’obtenir une ouverture plus petite ainsi que d’en polir I'extrémité et d’éviter
d’abimer les cellules. Cette étape de séparation est particulierement critique pour la qualité de la
culture et notamment si des études morphologiques sont prévues. Les cellules sont alors comptées
et ensemencées sur des lamelles préalablement recouvertes de poly-D-Lysine, dans 500 pL de milieu
NB27 (TaBLEAU A1), et placées a 37 °C et 5 % CO2. Le milieu peut étre remplacé par du milieu

conditionné par les cellules gliales 2h apres I’ensemencement.

En fonction des expériences prévues, les densités de cellule varient entre 2 500 a 35 000/cm?. Les
expériences d’analyse de morphologie nécessitent une distance relativement importante entre les
neurones pour pouvoir reconstruire leur arbre dendritique, on utilise donc des densités entre 2 500 et
10 000 cellule/cm?.
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FIGURE A : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES ETAPES DE LA CULTURE
DE CELLULES PRIMAIRES D’ HIPPOCAMPE

Preparation of coverslips

Dissection of the hippocampus/cortex
>

—

[,

B - ~ Ch

Cell dissociation and plating

* 2 ate’

Maintenance of neurons

D’aprés Beaudoin III et al., 2012.

B. Préparation du milieu conditionné

Ce protocole a été mis au point en partie par Michel Boris Emerit, Michéle Darmon (UMR288) et
Nathanaél Larochette (UMR8192).

Les neurones sont cultivés dans du milieu dit « conditionné » par des cellules gliales. Les cellules
gliales sont préparées a partir de cortex de rats nouveau-nés (Sprague- Dawley) 4gés de 4 a 5 jours et
cultivées dans du DMEM complet (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- TABLEAU A2). Lorsque les
cellules arrivent a sub-confluence elles sont diluées au 1/2 dans du milieu DMEM complet frais pré-
chaufté a 37 °C, elles sont alors a passage 1. Une fois arrivées de nouveau a sub-confluence le milieu

de culture est remplacé par du milieu de culture des neurones (NB27), pendant 24h a 48h selon la
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confluence. Les cellules gliales peuvent étre utilisées de cette maniére pour conditionner le milieu de
culture des neurones a passage 1, 2 ou 3, mais pas au-dela, car les cellules gliales se raréfient alors que

les fibroblastes deviennent plus nombreux.

Ce milieu, conditionné par les facteurs de croissance sécrété par les cellules gliales est filtré a 0.2 um et
peut étre conservé jusqu’a 1 mois a -20 °C, ou congelé directement dans I’azote liquide et mis a -80 °C
ou il reste utilisable 3 mois. Il permet de maintenir les neurones sans avoir a changer le milieu, jusqu’a
DIV 27. Cela est particulierement intéressant puisque les neurones sécrétent également des facteurs

favorisant leur croissance et la conservation du milieu permet celle de ces facteurs.

C. Préparation des lamelles recouvertes de poly-D-lysine

Pour les expériences d’imagerie des lamelles rondes en verre sont utilisées (W. Knittel Glass,
Germany). Elles sont placées pendant 30 minutes dans un bain d’eau a 60 °C auquel est ajouté le réactif
SigmaClean® a une concentration finale de 2 % v/v, le récipient est réguliérement agité pour un lavage
efficace. Elles sont ensuite rincées trés soigneusement a ’eau, puis par deux lavages a ’éthanol pur, et
conservées dans de I’éthanol 100 %. Elles peuvent étre gardées ainsi aussi longtemps que nécessaire.
Avant de les placer dans les puits des plaques de culture les lamelles sont flambées, ce qui permet de
déposer un fin film de carbone rendant la lamelle tres lisse et améliorant I’adhésion des neurones sur

la poly-D-lysine.

Les lamelles sont ensuite lavées 2 fois au PBS stérile puis une solution de poly-D-lysine (Sigma) diluée
a 0,1 g/L dans du PBS y est ajoutée. Les plaques sont placées au minimum 2h a I'incubateur a 37 °C
permettant la polymérisation de la poly-D-lysine. Les puits sont enfin lavés 2 fois au PBS avant d’y

ajouter les cellules.

D. La transfection

Les neurones sont transfectés aprés 10 a 12 jours en culture en utilisant la Lipofectamine® 2000
(Invitrogen). Le milieu de culture des cellules est retiré sauf 100 pL auquel sont ajoutés 100 uL a 2,5 %
de Lipofectamine® et 2,5 pg d’ADN plasmidique. Les cellules sont alors placées pendant 3h a 37 °C
et 5% de CO2. Enfin, le mélange est remplacé par le milieu conditionné préalablement gardé, auquel

on ajoute suffisamment de milieu conditionné frais, pour maintenir un volume de 1000 pL par puits.

TABLEAU A1 : MILIEU NB27 D’ENSEMENCEMENT DES NEURONES
D’ HIPPOCAMPE MURIN

Neurobasal (© Gibco) - -
GlutaMAX™ 100X (© Gibco) 100X 1X
Pénnicilline/Streptomycine (© Gibco) 100 % 0,1 %
Supplément B27 (© Gibco) 100 % 2%
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TABLEAU A2 : MILIEU DE CULTURE DES GLIALES D’ HIPPOCAMPE MURINS

DMEM 4,5 g/L glucose et GlutaMAX (© Gibco) - -

Pénicilline/Streptomycine (© Giboz) 100 % 1%

Sérum de veau foetal 100 % 10 %

TABLEAU A3 : MILIEU HTD DE TRYPSINISATION DES NEURONES
D’ HIPPOCAMPE

HEPES 1M 50 mM
Trypsine 10 mg/mL 250 pg/mL
DNAse 10 mg/mL 250 pg/mL

2. Préparation de cellules d’hippocampe de souris TG2576

Les souris TG2576 [Hsiao et al., 1996] sont un modele de la maladie d’Alzheimer qui expriment le géne
APP humain portant une double mutation (Lys*°a Asn ; Met*'aLeu ; appelé APP, ). Cette mutation
est responsable dans une grande famille Suédoise de la prévalence élevée d’une forme précoce de la
maladie d’Alzheimer [Mullanetal., 1992]. Les cultures primaires de neurones d’hippocampes d’embryons

TG2576 de ces souris produisent des quantités anormalement élevée d’APO, , qui s’accumule au

1-42
cours du temps, et présentent une diminution de protéines synaptiques (PSD-95, Glurl, spinophiline,

synapsine I, drébrine) [Almeida et al., 2005].

A. Génération des souris TG2576

Les souris sont traitées en accord avec les recommandations pour 1’élevage et l'utilisation des
animaux de laboratoire (US National Intitutes of Health) et la directive Européenne numéro 86/609
(CEE, Conseil de la protection des animaux a des fins de recherche expérimentale et autres usages

scientifiques).

Les souris TG2576 (Taconic) males sont accouplées avec des souris femelles B6SJL (JanvierLabs). Les

embryons a E16 sont utilisés pour la culture primaire.

B. Culture cellulaire

Lesneurones sont préparés dela méme maniére que décrit plushaut (PROCEDURES EXPERIMENTALES 1.A
A C) en prenant soin de séparer chaque paire d’hippocampes issue du méme embryon les unes des

autres. Les queues sont prélevées et gardées a -20 °C pour un génotypage ultérieur.

87



C. Génotypage des souris TG2576

Les embryons prélevés des souris gestantes B6SJL WT accouplées avec les souris TG2576 sont
génotypés en utilisant les instructions du kit « Thermo Scientific™ Phire™ Animal Tissue Direct
PCR Kit » (Thermo Scientific) a partir d’échantillon de tissu de la queue de chaque embryon. Le gene
APP_ est placé dans un vecteur de prion (Prp) de hamster [Scott et al., 1992] 'ORF (Open Reading

Frame) est remplacée par celle d’APP. Les primers utilisés sont :
1501 (PrP) : AAGCGGCCAAAGCCTGGAGGGTG
1502 (PrP) : GTGGATAACCCCTCCCCCAGCCTAGACCA

APP_ : GTTGAGCCTGTTGATGCCCG

S

La PCR amplifie un fragment de 760pb qui correspond a un fragment du prion endogene murin et
sert de controle interne, et un fragment de 470pb du transgéne APP_ , ce qui permet d’identifier apres

migration des produits de PCR (gel d’agarose 1 %) les embryons WT des embryons TG.

3. Immunomarquages et Imagerie

Les étapes qui suivent sont réalisées a température ambiante et dans la mesure du possible a 1’abri
de la lumiére. Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % dans du PBS pendant
15 minutes, puis lavées au PBS, les groupements aldéhyde du PFA sont neutralisés avec du NH,CI
50 mM pendant 10 minutes. Apres un second lavage au PBS, les cellules sont perméabilisées au Triton
X-1002a 0,1 % dans du PBS pendant 3 minutes, ce milieu est remplacé par du PBS-SVF 1 % qui permet
de diminuer la fixation non spécifique des anticorps, pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite
incubées sur la nuit avec I’anticorps primaire dilué dans du PBS-SVF 1 % dans une chambre humide

(TABLEAU B pour les dilutions).

Pour deux anticorps : 86.8 anti-Engrailed et anti-PSD-95, une fixation au méthanol est nécessaire.
Les cellules sont lavées au PBS préalablement refroidi a 4 °C puis fixées avec du méthanol 100 %
préalablement refroidi a -20 °C pendant 10 minutes. Apres un lavage au PBS les cellules sont
perméabilisées par du Triton X-100 a 0,5 % pour I'anti-86.8 et 0,01 % pour I'anti-PSD-95. Le blocage
des sites non spécifiques se fait avec une solution PBS-SVF a 1 % pour I'anti-86.8 ou 5 % pour I'anti-
PSD-95. Enfin, les anticorps primaires sont dilués dans les solutions de blocking respectives et les
cellules incubées sur la nuit dans une chambre humide. Les étapes suivantes sont identiques, que la
fixation se fasse avec du PAF ou du méthanol : les cellules sont lavées au PBS et incubées pendant
45 minutes avec I’anticorps secondaire dilué dans une solution PBS-SVF 0,5 % ou 1 % s’il s’agit d’'un
marquage PSD-95. On remarque que les anticorps donnant un marquage correct avec une fixation PAF
donnent également de bons résultats suite & une fixation au méthanol permettant les co-marquages
sans difficultés. Enfin, les cellules sont lavées au PBS et montées sur une lame de verre a ’aide du

Fluoromount® qui aide a préserver les cellules et la fluorescence.
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TABLEAU B : ANTICORPS ET DILUTIONS UTILISES

86.8 (anti-Engrailed) Lapin 1/200 Alain Prochiantz Lab
PSD-95 Souris 1/500 Thermo Fisher
Vglutl Lapin 1/300 Salah ElLl;/[be stikawy
MAP2B Souris 1/3000 Millipore
MAP2 Lapin 1/3000 Clinisciences
GADe67 Souris 1/1000 Synaptic Systems
sous-unité S6 ribosomale Souris 1/50 Cell Signaling
Phospho-S6 ribosomale Lapin 1/700 Cell Signaling
Tau Souris 1/500 Sigma
Phospho-Tau (Ser202 Ser Souris 1/50 Thermo Scientific
205)
6E10 Souris 1/1000 Covance
Alexa Fluor 488 anti-mouse Chevre 1/1000 Molecular Probes
Alexa Fluor 488 anti-lapin Chevre 1/1000 Molecular Probes
Alexa Fluor 555 anti-souris Chévre 1/1000 Molecular Probes
Alexa Fluor 555 anti-lapin Chevre 1/1000 Molecular Probes

4, Western blot

Lysats cellulaires : Les cellules sont lysées dans du tampon de lyse (1 M Tris, 5 M NaCl, 0.5 M EDTA,
pH 7,5) auquel sont ajoutés des inhibiteurs de protéases (Halt™Protease Inhibitor Cocktail 100X)
a 1X de concentration finale, des inhibiteurs de phosphatase (1 M NaF, 0.2 M methavanadate) et
deux détergents (NP40 10% et SDS 0.1%). Le dosage des protéines est effectué a 'aide d’un test

colorimétrique : kit BCA Protein™ Assay (Pierce Thermo Scientific®).

Séparation des protéines sur gel d’acrylamide (SDS-PAGE) : Les échantillons sont repris dans une
solution de Laemli avec du f-mercaptoéthanol pendant 5 minutes a 100°C. Les protéines sont séparées
sur des gels d’acrylamide de 12%. Un marqueur de poids moléculaire (Prestained protein Ladder,
Fermentas) est également déposé. Lélectrophorese est effectuée a 100 V pendant 2H dans un tampon
de migration (Tris 30 mM, Glycine 192 mM, pH8.3, SDS 0.1%).

Western Blot et révélation : Les différentes protéines sont ainsi séparées sur le gel d’acrylamide et
sont ensuite tranférées sur une membrane de nitrocellulose (Whatman Protran®). Le transfert semi-
sec des protéines est effectué pendant 45 minutes a 150mA dans un tampon de transfert (Tris 30
mM, Glycine 192 mM, PHS8.3, méthanol 20%). La membrane est ensuite incubée avec une solution
PBS-BSA permettant de bloquer les sites de fixation non spécifiques : TBS-Tween 0,1% (0.5M Tris
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avec l'objectif 40x (NA : 1.3) ou 100x (NA : 1.4). L’acquisition des images a été fait en utilisant le
logiciel MetaVue™ Imaging Research Software. Les cellules imagées ont un marquage uniforme de la
GFP (non fragmenté) et les noyaux marqués de fagon réguliere par le marqueur Hoechst 3332, ce qui

indique qu’ils sont vivants et non apoptotiques.

Le marquage obtenu est diffus dans le soma et punctiforme dans les prolongements neuritiques
(r1GURE 11.2.D). La méthode utilisée pour la quantifier la néosynthése des protéines consiste d’abord
a estimer la surface cellulaire (nombre des pixels dont la fluorescence est supérieure au bruit hors de la
cellule) puis a mesurer la fluorescence des régions cellulaires ayant incorporée la puromycine (régions
ou l'intensité du signal dépasse le bruit mesuré dans la cellule) en utilisant le logiciel Image ]. Cela
permet d’évaluer et de comparer la quantité de protéines néo-synthétisées entre différentes conditions
expérimentales. On calcule ensuite une distribution cumulative normalisée a la surface cellulaire en
fonction de l'intensité intégrée de chaque région. La fluorescence totale des objets ainsi identifiés,
normalisée par rapport au nombre de pixels total est également calculée (somme des intensités
intégrées par image). Ce qui permet d’évaluer le nombre d’objets marqués par I'anti-puromycine,

correspondant probablement a différentes protéines ou groupes de protéines traduites a proximité.

6. Préparation des oligomeres d’Af3

Les oligomeres d’AP. , (Anaspec, produit # 79066), sont préparés dans le but d’obtenir le maximum de
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TABLEAU C : ANTICORPS UTILISES (SUNSET)

1/700 Philippe Pierre

Alexa Fluor 488 Chévre 1/2000 Molecular Probes
Alexa Fluor 555 Chevre 1/3000 Invitrogen
Fluorescéine Ane 1/700 Clinisciences
Cy3 Souris 1/3000 Jackson
Immunoresearch

dimeres et de triméres qui sont les plus toxiques pour les neurones et la fonction synaptique [Townsend

et al., 2006 ; Shankar et al., 2008]. Les oligoméres synthétiques d’AP. . sont préparés selon le protocole

1-42
décrit par Klein et al., 2002 avec quelques modifications.
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A.Préparation des films d’ABO

Le solvant utilisé pour reprendre 1mg d’AB , ,le HFIP (hexafluoroisopropanol) est refroidi 30 minutes

1-42°

sur de la glace, 221,5 pL du solvant sont ajouté a la poudre d’AP, , . Agiter en inversant le tube pour

i
bien solubiliser la totalité du produit. Incuber 1h a température ambiante en agitant le flacon de temps
a autres. Lorsque la solution est limpide, incuber 10 minutes sur la glace. Sous la hotte a flux laminaire,
aliquoter la solution a 5uL par tube stérile de 0.5mL (ne pas utiliser de tubes siliconés). Laisser les
tubes ouverts sous la hotte en marche sur la nuit de maniére a évaporer le HFIP. Les tubes sont ensuite
centrifugés sous vide (Speed Vac, Eppendorf) pendant 10 minutes pour éliminer toute trace du HFIP

qui est toxique pour les neurones. En s’évaporant le HFIP laisse un film d’A. . sur les parois du tube.

1-42
Les tubes ainsi préparés sont soigneusement fermés avec du parafilm pour éviter tout contact avec
de I'eau qui initierait I'oligomérisation et la transformation, a terme, en fibrilles, et stockés dans du
dessicant a -80 °C. Ils peuvent étre gardés pendant 4 a 6 mois, au-dela la qualité du peptide se dégrade

significativement.

B. Préparation d’oligomeres d’ABO

Sous la hotte a flux laminaire, dans des conditions stériles.

Pour solubiliser les films d’Ap, ,, on utilise le DMSO : 1 a 2 uL de DMSO anhydre par tube. La goutte

de DMSO est utilisée pour reprendre soigneusement le film d’AB . qui se trouve sur les parois du
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tube. Cette étape est délicate car le film n’est pas visible a I’oeil, il s’agit donc de « nettoyer » les parois
du tube avec le DMSO. Le peptide AP

I’équilibre tend vers I'oligomérisation et la formation d’oligomeéres de plus en plus volumineux puis de

L4, est particulierement sensible a I’eau et a la température,
fibrilles au contact de I’eau ou a température ambiante, il faut donc garder les tubes a 4 °C en attendant
de solubiliser le peptide avec du DMSO. Pour cette méme raison, le DMSO étant tres hygroscopique, il
est nécessaire d’utiliser un flacon hermétique. Ensuite, on ajoute du PBS stérile refroidi a 4 °C pour un
volume final de 50uL, en homogénéisant la solution a la pipette. Les tubes sont placés a 4 °C sur la nuit.
Le PBS crée un environnement adéquat pour l’oligomérisation des monomeéres d’Af . et favorise la
formation d’oligomeres de bas poids moléculaire. Les tubes sont centrifugés a 4 °C a 13 000 g pendant
10 minutes pour éliminer les oligomeres de haut poids moléculaire et les éventuelles fibrilles formées.

Le surnageant est ensuite récupéré pour étre dosé.

C. Dosage des oligoméres d’ABO,

La solution obtenue est dosé a ’aide du kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Inc.)
en ulisant le protocole Low range concentration. Les concentrations habituelles se situent entre 50 et
100 pM. La qualité des oligomeres obtenus peut étre évaluée a I’aide d’un Western Blot en utilisant un

gel adéquat pour les peptides (Tris-Tricine).
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D.Séparation des APO sur gel de Tris-Tricine et Western blot

Les oligomeres d’ABO sont séparés sur un gel de Tris-Tricine qui permet de visualiser les petits
peptides ; Le gel est constitué : d'un gel de séparation a 16,5 % d’acylamide et 6 % de bis-acrylamide,
d’un gel d’espacement a 10 % d’acylamide et 3 % de bis-acrylamide, d’un gel de concentration
(stacking) a 4 % d’acrylamide et 3 % de bis acrylamide. Les oligomeres sont dilués dans du tampon de
solubilisation (12 % glycérol ; 50 mM de tampon Tris pH6,8 ; 2 % B-mercaptoéthanol ; 4 % de SDS),
la migration est faite sur la nuit (12h) a 30 mV. Les oligomeéres ainsi séparés sont transférés sur une
membrane de nitrocellulose contenant des pores de 0,1um qui retiennent des peptides de moins de
7kDa (Whatman® Protran®, Sigma) a 200 mV pendant 45min a I'aide d'un systeme de transfert semi-
sec avec un tampon de transfert (Tris 30 mM, Glycine 192 mM, pH8.3, méthanol 20%). Les membranes
sont ensuite bouillies pendant 1min dans un bain de PBS. La membrane est ensuite incubé avec une
solution PBS-BSA permettant de bloquer les sites de fixation non spécifiques : TBS-Tween 0,1% (0.5M
Tris Base, 9% NaCl, pH 8,4), lait écrémé en poudre 5%, sous agitation. Lanticorps primaire 6E10
est dilué dans du TBS-Tween 0,1% et est incubé sur la nuit (12h) avec la membrane a température
ambiante (TABLEAU B). Apres lavage avec du TBS-Tween 0,01%, la membrane est incubée 1h avec
I'anticorps secondaire correspondant couplé a la peroxydase (HRP), dilué dans du TBS-Tween 0,1%,
lait 5%. La membrane est ensuite révélée avec le substrat de la HRP (Lumi-LightPLUS POD substrate,
Roche®). Le signal est reccueilli sur un film qui est ensuite développé (Amersham Hyperfilm HP, HE
Healthcare®).

E. Immunofluorescence sur les cellules traitées ABO

Les cultures traitées avec les oligomeéres d’APO sont fixées et marquées (PROCEDURES

EXPERIMENTALES 4) avec I’anticorps 6E10 dirigé contre les acides aminés 3 a 17 d’Ap, ,, (Covance).

1-42

7. Analyses statistiques

Les valeurs numériques sont exprimées en moyenne + SEM (Standard Error of the Mean) et sont
analysées avec le logiciel Graphpad Prism (San Diego, CA). La significativité statistique des différences
est calculée en utilisant le seuil p<0,05. Dans le cas de deux conditions & comparer : si la distribution
des des valeurs est normale (évaluée par le test de normalité de D’Agostino et Pearson) un test t de
Student ; sinon un test U de Mann-Whitney. Dans le cas de plus de deux conditions a comparer : si
la distribution des valeurs est normale (évaluée par le test de normalité de D’ Agostino et Pearson) on
utilise un test d’analyse de la variance a un facteur (one-way ANOVA) suivi du test de comparaison
multiple de Sidak ; sinon le test d’analyse de la variance non-paramétrique de Kruskall-Wallis suivi, si

p<0,05 d’un test de comparaisons multiples (de Turkey ou de Dunn).
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OBJECTIFS DE LA THESE




Le Trouble du Spectre Autistique (TSA) regroupe de nombreux syndromes aux phénotypes
variables, ayant en commun une triade caractéristique avec des troubles du comportement social,
de la communication, ainsi que des intéréts restreints et un comportement répétitif. Ces désordres
comportementaux sont complexes, de nombreux modeéles animaux murins génétiquement modifiés
sont décrits dans la littérature : Shank3, Neuroliginel, Dishevelled-1, Reeline et plus récemment
Engrailed-2 [Brielmaier et al., 2012 ; Sgado et al., 2012]. Chez ’humain, deux haplotypes de type SNP
(Single-Nucleotid Polymorphysim) associés a I’autisme [Benayed et al., 2005 ; Gharani e al., 2004 ; Benayed
et al., 2009] impliquant une surexpression d’Engrailed ont été décrits, néanmoins le role de la protéine
dans ce contexte n’est pas compris. Engrailed est une homéoprotéine décrite de maniere extensive
dans la littérature concernant son role pendant le développement embryonnaire précoce. En revanche
il n’existe pas ou peu de données sur I’expression d’Engrailed dans un contexte de formation des
synapses, et qui pourraient faire le lien entre cette protéine et les déficits synaptiques observés dans
’autisme. Engrailed est une protéine exprimée principalement dans le mésencéphale et le cervelet, son
étude a été négligée dans les régions de plus faible expression comme le cortex et ’hippocampe qui

jouent cependant un role dans I’étiologie de ’autisme et de ces symptomes.

Mon premier objectif a été de caractériser ’expression d’Engrailed en fonction de l’age dans
I’hippocampe, ainsi que le type de cellules I'exprimant dans cette région. Dans l’autisme, au niveau
morphologique, il est décrit une simplification de I’arborisation neuronale dans différentes régions du
SNC notamment ’hippocampe, ainsi qu'une densité des épines dendritiques augmentée de maniere
anormale. Je me suis donc intéressée ensuite aux effets d’'un exceés d’Engrailed sur la topologie des
neurones d hippocampe en culture, et d’un déficit d’Engrailed sur la densité des épines dendritiques

dans I’hippocampe de souris hétérozygote ou homozygotes pour Engrailed-1 et Engrailed-2.

Engrailed est également décrite comme une protéine neuroprotectrice dans un modele in vivo de la
Maladie de Parkinson [Alvarez-Fischer et al., 2011], les mécanismes moléculaires de la MA et de la MP
étant comparables a certains niveaux (implication des mitochondries, dysfonction synaptique), j’ai
voulu explorer d’éventuelles propriétés neuroprotectrices d’Engrailed dans la MA, notamment liées
a son activité traductionnelle. J’ai analysé 1’effet d’Engrailed sur des neurones matures altérés par un
traitement aux oligomeres ABO, ainsi que sur des neurones issus de souris transgéniques modele de
la MA (TG2576).
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FIGURE 33 SCHEMA DES VOIES DE SIGNALISATION DE MTOR
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Lactivation physiologique des récepteurs membranaires mGluRs, NMDARs, TrkB, DI1Rs et D2Rs (récepteurs
dopaminergiques) aboutit a 'activation de mMTORCI1 (mTOR complex 1) et mMTORC2 (mTOR complex 2). Lactivation
de mTORCI1 régule notamment la synthése protéique et inhibe d’autres processus comme I'autophagie. mTORCI régule
Pactivité d’effecteurs impliqués dans la traduction (S6KA, 4E-BP2), certains sont directement phosphorylés par la voie
des MAPKSs (S6K1, MnK, S6). La phosphorylation de 4E-BP2 dépendante de mTORCI1 conduit a I'association d’eIF4E
avec elF4G et a la formation du complexe actif eIFAF ((e[F4E-elF4A-elF4G). Le complexe eIF4F permet I'initiation de la
traduction des ARNm portant une coiffe en 5’ (7méthyl-guanosine). mTORC2, les voies de signalisation qui conduisent a
son activation et ses effecteurs sont actuellement non connus.

Les fleches noires pleines indiquent une phosphorylatiopn/activation directe, les fleches pleines roses indiquent une
interaction/dissociation et les fleches bleues pleines indiquent une inhibition.

D’apres Santini et Klann, 2011
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1. ARTICLE 2 : STED MICROSCOPE WITH SPIRAL PHASE CONTRAST

1. Présentation de 'article

Les épines dendritiques sont des structures tres petites comme décrit dans I1.2, les techniques de
microscopie super-résolutives s’avérent étre des outils de choix pour I'étude de leur dynamique. Le
STED (Stimulated emission depletion) permet d’améliorer la résolution des images obtenues en
microscopie de 200 nm a quelques dizaines de nanometres. Lutilisation de cette technique comporte
néanmoins des contraintes comme la difficulté a imager des molécules marquées avec différents

fluorophores, notamment sur des cellules vivantes.

La difficulté est due au fait que I'alignement optique requiere une précision de I'ordre du nanometre,
or le changement du réflecteur dichroique comme dans un microscope confocal classique rend
difficile une telle précision. Il est possible de surmonter cette difficulté pour des échantillons fixés en
utilisant des marqueurs fluorescents dont les bandes d’excitation sont proches et les bandes d’émission
significativement différentes [Schmidt et al., 2008] ou en séparant la détection des bandes d’émission

[Tonnesen et al., 2011].

Le travail présenté par I'article ci-dessous a consisté a mettre en place un systéme optique STED couplé
a un canal de contraste de phase, ce qui permet de s’affranchir de I'ajout d’un canal de fluorescence
tout en offrant la possibilité de situer les régions ot sont imagées les épines dendritiques au sein des

neurones.

2. Article 2
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Stimulated Emission Depletion (STED) microscopy enables superresolution imaging of fluorescently
marked nano-structures in vivo. Biological investigations are often hindered by the difficulty of relating
super-resolved structures to other non-labeled features. Here we demonstrate that the similarity in optical
design of Spiral Phase Contrast (SPC) and STED microscopes allows straightforward implementation of a
phase contrast channel into a STED microscope in widefield and scanning modes. This method allows dual
imaging and overlay in two contrast modes in fixed and in living specimens, in which double labeling is
especially challenging. Living GFP- and YPF-stained neurons are imaged in one label-free phase contrast
and one high-resolution STED channel. Furthermore, we implement SPC in widefield and scanning modes
demonstrating that scanning confocal SPC yields the highest optical contrast. The latter configuration can
provide contour detection or highlights and shadows reminiscent of differential interference contrast.

timulated Emission Depletion (STED) microscopy' is a powerful technique for imaging biological speci-

mens with high spatial and temporal resolution. STED microscopy can image dynamic processes in living

cells?, in tissue?, and even in living mice*. Spatial resolution up to 20 nm in biological samples® and 2.4 nm
in diamond® was demonstrated, and temporal resolution of 200 frames per second was achieved’.

In STED microscopy, fluorescence ability of fluorophores is inhibited at the periphery of a diffraction-limited
excitation spot. This is achieved by overlaying the excitation spot with a red-shifted toroidal “STED” spot, which
inhibits fluorescence by stimulated emission. The torus (“donut”) shape is typically obtained by a helical phase
mask placed along the laser beam path or imaged onto the back focal plane of the objective®. The non-inhibited
area shrinks to arbitrarily small dimensions with increasing intensity of the STED beam, thus enabling super-
resolution imaging.

Super-resolution fluorescence microscopy resolves specifically stained nano-structures; however, these struc-
tures do not always reveal the overall sample context, in particular when the structures of interest are sparse like
vesicles, focal adhesions, or ion channels. Thus, monitoring morphology in a supplementary imaging channel
may be required. For living samples, such monitoring could track morphological changes of cells and even pursue
their viability.

In STED microscopy, adding a second fluorescence channel, although possible™'?, is not straightforward, even
for confocal resolution, because the absorption spectrum of an additional marker must have minimal overlap with
the wavelength of the intense STED beam to avoid background fluorescence and bleaching. This makes the choice
of fluorophores and laser sources difficult, especially for live-cell imaging. Additional constraints are imposed by
the high required alignment precision of dichroic beam splitters hindering their easy exchange between imaging
modalities.

Alternative contrast techniques such as bright-field microscopy or Differential Interference Contrast (DIC)
can be used. However, the former often fails to give sufficient contrast because biological samples are mainly
transparent objects, and the latter requires additional optics (e.g. Wollaston prisms) in the optical path, which
makes it unsuitable for combination with STED microscopy.

In this article, we demonstrate a solution for easily upgrading any STED microscope with Spiral Phase
Contrast'' (SPC). This offers an additional contrast channel, which - contrary to other phase contrast methods
- integrates seamlessly into the STED microscope without reconfiguring the optical path to switch between
contrast modes. Furthermore, SPC images can be perfectly overlaid with the fluorescence images.

In this technique, phase contrast is achieved by using a helical phase mask as a Fourier filter in the back focal
plane of the objective (Fig. 1, see also Methods and Supplementary Material). SPC imaging with coherent
illumination yields contour detection of phase objects'"'>. It can also provide shadow effects with coherent"
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Figure 1 | Schematic diagram of the STED (Stimulated emission
depletion) microscope with SPC (Spiral Phase Contrast). (a) For STED
imaging, excitation (480 * 10 nm) and STED (590 * 2 nm)/(620 = 2 nm)
beams are derived from one Ti:Sa laser, which pumps a photonic-crystal
fiber (PCF) and an optical parametric amplifier (OPO). The STED beam
passes a helical phase mask (PM), conjugated to the back pupil plane of the
microscope objective OBJ. The sample is scanned with a piezo stage and
fluorescence is detected by an avalanche photodiode APD. For SPC, an LED
(640 = 9 nm) behind a pinhole (PH), or a diode laser (670 nm), are chosen
for illumination by a flip mirror (FM). Condenser lens L4 focuses the
illumination into the sample. The phase-contrast detector (Det) can be a
camera or a point detector. The polarizing beam splitter (PBS) separates the
STED beam path and the phase contrast beam path. (b) When illuminating
the sample with the diode laser, the image at the detector plane is a torus at
the center of which the point detector is placed. Scale bar 1 um.

(c)—(d): Schematic diagrams of SPC configurations: (c) Widefield detection
(camera) with incoherent LED illumination. (d) Scanned confocal
detection with focused laser illumination.

or incoherent illumination' when the rotational symmetry of the
optical system is broken. With this approach, chromosomes, ery-
throcytes and different types of cultured cells” were visualized.
Notably, the conventional design of a STED microscope allows

SPC imaging by the simple addition of a supplementary detector
and an illumination source (Fig. 1 a). For generating the SPC image,
light transmitted by the sample passes through the same helical phase
mask used to shape the STED beam. We show that this configuration
adds a phase contrast channel, taking advantage of the STED micro-
scope’s design without compromising high-resolution imaging cap-
abilities. STED microscopy is combined here with two SPC modes:
widefield and scanning (Fig. 1 ¢, d; see supplementary material for a
detailed description of the different SPC configurations). Widefield
SPC provides an overview of the sample on a camera with just an
LED as illumination source. Scanning SPC enables perfect overlay
with the fluorescence images and enhances background rejection
when using confocal laser illumination. We demonstrate that this
latter arrangement yields SPC with unprecedented contrast by
imaging thin objects, such as neuronal growth cones and embedded
astrocytes. Live-cell compatibility is shown by dual imaging with
STED and SPC in living neurons expressing Lifeact-GFP'® and
Channelrhodopsin-YFP'.

Results

Widefield SPC in a STED microscope. First, we demonstrate live-
cell SPC imaging in widefield mode (Fig. 1 ¢) in a STED microscope
using an LED as light source. Because the LED is an extended
incoherent source, alignment with the center of the phase mask is
straightforward (Supplementary Fig. 1 ¢) although the phase-mask
position is constrained by the optimization of the STED torus.

To highlight the sensitivity of SPC and its potential to enhance the
utility of high-resolution live-cell imaging, we recorded flat growth
cones, wherein the cytoskeleton was marked via transfection with
Lifeact-GFP (Fig. 2). STED microscopy reveals the fine protru-
sions of a growth cone, which appears isolated (Fig. 2 a) because
neighboring cells are not marked by transfection. Not relying on
fluorescence, SPC reveals that the growth cone is not secluded but
encounters an unstained neurite (Fig. 2 b). Actin filament bundles
less than 80 nm are discerned with the GFP-based STED microscopy
(Fig. 2 c), which is a common resolution for STED microscopy of
fluorescent proteins'’.

This experiment demonstrates simple and robust widefield SPC
imaging in a STED microscope. However, as the source is spatially
incoherent, complete destructive interference is never obtained at the
detector plane, regardless of the presence or absence of a phase object
in the sample plane. The phase contrast image has therefore a bright
background, which intrinsically limits the contrast.

Confocal scanning SPC. To achieve enhanced contrast, we intro-
duce confocal scanning SPC by using a focused coherent source
(Fig. 1 d). For this configuration, a diode-laser beam is focused to a
spot in the sample plane by the condenser. The resulting intensity
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Figure 2 | Live-cell STED and SPC images obtained with incoherent LED illumination over a large area. STED imaging (a) visualizes fine details in a
GFP-marked growth cone, while widefield SPC (b) shows that the growth cone interacts with surrounding unmarked neurites. The white box denotes the
region imaged in (a). An intensity profile (c) along the white line in (a) confirms a resolution better than 80 nm in GFP stained neurons. Scale bars 1 um (a)

and 5 pm (b). The color scale is indicated in (a).
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profile at the detector plane is a torus (Fig. 1 b) with a perfectly dark
center with which the point detector is aligned. The phase contrast
image is then recorded against a dark background, which reduces
photon noise, leading to better signal-to-noise ratio and thus
enabling detection of weaker phase objects. In addition, if the torus
is exactly centered on the point detector isotropic phase contrast is
obtained. Contours of objects are then highlighted independently of
their orientation, which can be used for overlay with fluorescence
images. Such isotropic contour detection against a dark background
is shown in Fig. 3 a. A slight lateral displacement of the illumination
spot shifts the torus relative to the point detector, thus breaking the
rotational symmetry and producing highlights and shadows
reminiscent of DIC (Fig. 3 b). Contours appear now with bas-relief
effect. The background is no longer dark since the detector always
receives some light from the torus rim. These data highlight that two
different modes are available for confocal SPC. They also underline
the high sensitivity of confocal SPC, which makes it suitable for
imaging samples embedded in index-matched mounting medium.
Astrocytes, which are particularly flat cells, are clearly delineated
including fine protrusions. Figures 3 c-e show another flat
structure, a fixed growth cone. Confocal fluorescence (Fig. 3 ¢) and
more detailed STED (Fig. 3 d) images reveal immunostained actin
filaments, while SPC highlights the morphology of the growth cone.
An overlay of the isotropic contour detection in SPC with the STED
image shows how the actin cytoskeleton protrudes into the filopodia
(Fig. 3 e).

Like widefield SPC, confocal SPC is also beneficial when imaging
living samples. For instance an SPC image (Fig. 3 f) shows a network
of living neurons in primary culture. This can serve also for selecting a
region of interest for subsequent high-resolution imaging. This would
be all the more beneficial if the neuronal network were not entirely
recognizable with fluorescence microscopy due to sparse staining.
Here, a dense staining was used for comparison. The fluorescence
confocal image of the Channelrhodopsin-YFP stain in the same
region (Fig. 3 g) can be perfectly overlaid with the SPC image
(Fig. 3 h), since the same scanner was used for both recording modes.
Live-cell STED microscopy of a region of interest resolves spine mor-
phology, discerning necks smaller than 100 nm (Fig. 3 i), and reveal-
ing in addition the membranous distribution of Channelrhodopsin.

Discussion

We have presented straightforward implementation of Spiral Phase
Contrast (SPC) into a STED microscope in two optical configura-
tions based on widefield and scanning modes, respectively. This
phase contrast technique uses the elements already present in the
STED microscope and requires therefore almost no additional optics.
Both SPC modes can serve as valuable second contrast channel for
living and fixed samples in the high-resolution STED microscope. By
introducing confocal SPC, we obtained high contrast even for flat
cells embedded in index-matched mounting media. Additionally,
SPC and STED imaging of GFP- and YFP-stained living neurons
was achieved, verifying the live-cell compatibility of these techniques.
For imaging fluorescent proteins with STED microscopy, a resolu-
tion below 80 nm was reached (Fig. 2 b). With organic dyes the
resolution was even below 50 nm (Supplementary Fig. 3 d).

On the one hand, widefield SPC using an LED light source is
straightforward. On the other hand, scanning SPC allows perfect
overlay with the super-resolved images, since the same scanner is
used. Scanning SPC can also be obtained with LED illumination
(Supplementary Fig. 1 d) as shown in Supplementary Figs 2 d, 3 b,
but improved sensitivity to weak phase objects is obtained in confocal
scanning mode with laser illumination. For widefield SPC
(Supplementary Fig. 1 a), collimated laser illumination'' can also
be used, but generates interference introducing inhomogeneous
background" (Supplementary Figs 2 a). A comparison of widefield
SPC with other phase contrast modes was shown by Maurer et al*’.

Figure 3 | Scanning confocal SPC visualizes weak phase objects.

(a) Symmetrical illumination highlights contours of an astrocyte in an
indexmatched mounting medium on a dark background.

(b) Asymmetrical illumination shows the astrocyte with shadow effects on
an elevated background as in DIC. (¢) Immunostained actin filaments in
the fine protrusions of neuronal growth cones (confocal fluorescence
imaging). (d) STED imaging resolves details of the actin organization.
Insets in (c) and (d) show intensity profiles along the white arrows.

(e) Scanning confocal SPC (green) enables visualizing the fine protrusions
in phase contrast. The symmetrical contour detection allows for an overlay
with the STED image (red). (f) SPC visualizes the neuronal network of
living neurons. (g) confocal fluorescence image. (h) SPC and confocal
images are perfectly registered since they are recorded in the same scanner.
(i) STED microscopy resolves spine morphology in YFP-transfected living
neurons in the region indicated by the white box in (f). Scale bars: (b)

5 um; (e) 0.5 pm; (g) 5 pum; (i) 2 pm. Panels (c), (d), (g), (i) use the same
color scale as indicated in Fig. 2 a.
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Although STED microscopy resolves fine details in the sample
(Figs 2 a, ¢, 3 d, i), including even YFP-marked spines in living
neurons (Fig. 3 i), it relies strictly on fluorescent marking of the
structure of interest. SPC visualizes in addition non-stained cells
and thus puts highly resolved fluorescent structures into the spe-
cimen context (Fig. 2 b). Here, we showed that SPC can highlight
surrounding neurites or cells that are not fluorescently marked. The
visualization of non-stained objects can also be useful if the stained
structure is too sparse to highlight the complete cell morphology.
SPC can in this case reveal in which part of a cell and in which context
a high-resolution fluorescence image was taken.

In the presented experiments, scanning SPC was performed by
scanning the sample stage but should also be possible for beam
scanning both with incoherent and coherent illumination. When
illuminating the sample over a wide area with the LED, moving the
sample by stage scanning is equivalent to moving the point detector
relative to the sample by beam scanning. The whole field of view is
always illuminated and no scanning of the illumination is necessary.
In confocal configuration only a point in the sample is illuminated
and therefore the illumination must be scanned synchronously with
the detection. To this end, the illumination laser beam may be
scanned through the objective. A retroreflector behind the sample
can then refocus the illumination spot back to the same point as the
incident beam'". Illumination and detection are thus performed
through the objective and the light traverses the sample twice. In
agreement with previous observations®, we showed that confocal
and widefield SPC remained possible even though the phase mask
was wavelength mismatched by up to 80 nm. In principle, it is there-
fore possible to record simultaneously on two detectors SPC and
STED (or any other scanned, such as confocal fluorescence or
RESOLFT?') images.

Methods

Details of STED microscope with phase contrast. A home-built STED
microscope was used that derives excitation and STED beams from a single laser
pump (Fig. 1 a). This pump source (Ti:Sapphire Laser, Chameleon Ultra II,
Coherent, Santa Clara, CA, USA) pumped a frequency doubled OPO (OPO PP
Autom VIS-S1-830 fs, Coherent) to generate the STED beam (wavelength 620 nm
for ATTO 532, 590 nm for GFP and YFP) and a photonic-crystal fiber PCF
(femtoWHITE-800, NKT Photonics A/S, Birkered, Denmark) to generate a
supercontinuum for excitation. The femtosecond STED pulse was stretched by a
pair of gratings to hundreds of picoseconds. Both beams were launched into
mono-mode fibers (Thorlabs, New Jersey, USA; OZ Optics, Ontario, Canada) for
spatial filtering; the fiber used for the STED beam was polarization maintaining.
The STED beam passed a polarizing beam splitter for polarization cleaning and
separation of the STED and the SPC beam paths. A dielectric filter (480/20,
Chroma, Bellows Falls, VT, USA) was used for selecting the excitation wavelength
(same filter for ATTO 532, GFP and YFP). Temporal overlay of the pulses was
adjusted with an optical delay line. Excitation and STED beams were combined
with dichroic mirror DM2 (Q570 DCSPXR, Chroma) and separated from
fluorescence with DM1 (500 DCXRCT, Chroma). Fluorescence was detected by an
avalanche photo diode (SPCM-AQRHI13, Perkin Elmer, Fremont, CA, USA)
behind a 550/50 filter (ATTO 532) or a 525/50 filter (GFP, YFP, both filters from
Chroma). The sample was scanned with a piezo stage P734.2CL and digital
controller E710 (Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany). A single phase mask
(VPP-A1, RPC Photonics, NY, USA) served for generating the toroidal STED
focus and the phase contrast. It was conjugated to the back pupil plane of the
objective (Olympus, Tokyo, Japan, 100X, NA 1.40, UPLanSApo, Oil) by a
telescope (L1, L2, focal lengths 125 mm).

For SPC, we used as light sources either an LED (wavelength 639 = 9 nm) or a
diode laser (wavelength 670 nm). Their wavelengths were chosen close to the STED
wavelength so that all beams could pass through the same dichroics and match the
design wavelength of the helical phase mask.

The diameter of the pinhole in front of the LED was =~0.4 mm. We estimated the
coherence width of the illumination to be on the order of =3 pm. Collector lens L5
had a focal length of 100 mm. The condenser lens L4 had focal length of 19 mm. For
confocal SPC, the diode laser was spatially filtered by a 20 pm pinhole between L4 and
L5 (not indicated in Fig. 1); the illuminated area in the sample was calculated to have a
diameter of 2.5 pum. For phase contrast detection, a camera (FO124SB-FF, Foculus,
New Electronic Technology GmbH, Finning, Germany) was used in widefield mode
and a fiber coupled avalanche photo diode (SPCM-AQRH13, Perkin Elmer, Fremont,
CA, USA) in scanning mode.

Sample preparation. Primary neuronal cultures were prepared from embryonic day
(E) 16 mice embryos and cultured in glia-conditioned medium (adapted from Kaech
et al.??).

For live-cell imaging, cultured neurons were plated at 40 000 cells per coverslip (#1,
BK-7, diameter 18 mm, Marienfeld Superior, Menzel-Gldser GmbH, Braunschweig,
Germany) in glia-conditioned medium.

For staining of the actin cytoskeleton, neuronal transfections were performed with
Lipofectamin 2000 (Invitrogen). For each well of a 12-well plate, a total of 2.5 g of
Lifeact-GFP DNA was mixed with a 1: 2 dilution of Lipofectamin 2000 in neurobasal
medium and incubated at room temperature for 30 min. Neurons at day in vitro
(DIV) 11 were incubated for 3 h with the transfection mix and imaged the following
day.

For Channelrhodopsin-YFP staining, neurons were transduced with AAV2/
5.hSynapsinhChR2(H134R).EYFP.WPREhGH (2.065 X 10'* GC/mL, UPenn vector
core, Philadelphia, PA, USA) at DIV 12 and imaged 10 days after.

For fixed samples, cultured neurons were fixed at DIV 3 with pre-chilled methanol
(—20°C) and blocked with 0.2% FCS (fetal calf serum). For labeling the actin cyto-
skeleton, cells were incubated overnight with a primary antibody against beta-actin
(Sigma-Aldrich, Lyon, France) at dilution 1:500 and subsequently with a secondary
antibody against Mouse IgG (Merck Millipore, Molsheim, France) coupled to the
organic dye ATTO 532 (ATTO-TEC, Siegen, Germany) at dilution 1: 200 for 45 min.
Cells were embedded in phosphate buffered saline (137 mM NacCl, 2.7 mM KCl,

10 mM phosphate, pH 7.4), and samples were sealed with nail polish.

Cortical astrocytes were prepared from P0-1 NMRI mice as described previously>.
The neocortex was dissected and mechanically dissociated. Cells were plated and
maintained in Petri dishes for one week to reach confluence before their transfer to
poly-L-ornithine treated cover slips (#1, BK-7, Marienfeld Superior, Menzel-Glaser
GmbH). Cells were embedded in Vectashield HardSet Mounting Medium (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA). Cell media and supplements were pur-
chased from Invitrogen (Cergy Pontoise, France).

Imaging parameters. Average excitation power for fluorescence images was 1.3 to
2.0 pW in the aperture of the objective, STED power was 15 to 35 mW. Pixel size for
fluorescence images was 20 nm, and dwell time 50 pis for small fields of view (Figs 2 a,
3¢, d, e, i). Pixel size for the large fields of view (Figs 3 f, g, h) was 200 nm with 200 ps
dwell time. Confocal SPC images of astrocytes (Fig. 3 a, b) were recorded with 100 nm
pixel size, and confocal SPC images of neurons with the same settings as the
corresponding fluorescence images. Confocal SPC images of cells were smoothed by a
3 X 3 pixel median filter (small fields of view, Fig. 3 a, b, e) or a Gaussian filter (large
fields of view, Fig. 3 g, h) for display.

The widefield SPC images (Fig. 2 b, Supplementary Fig. 3 a) were flatfield corrected
and filtered with a 3 X 3 pixel median filter.

The scanning LED-SPC image (Supplementary Fig. 3 b) was oversampled (50 nm
pixel size) and smoothed by convolution with a Gaussian kernel of 3 pixels full width
at half maximum.

The confocal SPC image for overlay in the region of interest (Fig. 3 e) was corrected
for inhomogeneous background. Confocal and STED images were linearly decon-
volved for display (Wiener filtering).

Intensity profiles (Figs 2 ¢, 3 ¢, d, Supplementary Fig. 3d) were determined on raw
data, for the YFP stain with 4 pixels line width for averaging.
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Supplementary Material to:
STED Microscope with Spiral Phase Contrast

Marcel A. Lauterbach, Marc Guillon, Asma Soltani &
Valentina Emiliani

Principle of Spiral Phase Contrast

Spiral Phase Contrast (SPC) is a particular implementation of phase contrast mi-
croscopy techniques developed to improve imaging of transparent objects. Briefly,
a sample is illuminated with a coherent or incoherent source and imaged onto a
detector by the combination of an objective and a tube lens. At the back focal plane
of the microscope objective (Fourier plane), a phase mask adds a helical retarda-
tion to the wavefront of the beam. Phase retardation variations in the sample are
converted into intensity variations in the image. Four possible implementations of
SPC are schematized shown in Supplementary Fig. 1 and explained below.

In its original design, SPC imaging is obtained on a camera with collimated
laser illumination of the sample! (Supplementary Fig. 1 a). After passing through
the sample, the collimated beam is focused on the center of the helical phase mask
(Supplementary Fig. 1 a, PM) at the back focal plane of the microscope objective
(Obj.). The phase mask adds a helical retardation to the wavefront, leading to a
toroidal intensity distribution (donut) with large diameter in the detector plane if
the sample does not introduce further local phase gradients (flat sample). Light is
redistributed into the donut rim, and when the camera is placed in the dark cen-
ter, this lights falls outside the field of view. Diffraction by index inhomogeneities
in the sample locally disturbs the destructive interference in the central region.
Consequently these index variations appear bright on a dark background as phase
gradients are converted into intensity variations.

A confocal scanning mode is achieved by focusing the illuminating laser beam
in the sample plane and scanning the specimen (Supplementary Fig. 1 b). The
beam is collimated by the objective lens before passing through the phase mask. At
the image plane, the beam is focused into a small toroidal spot. A point detector
can be placed at the center of this donut. Any phase gradient at the sample plane
results in an asymmetrical illumination of the phase mask and distorts the donut
at the detector. Thus, the detector receives light only in the presence of phase
gradients. Alternatively to the central positioning, the donut center can be slightly
shifted relative to the detector for providing a bas-relief effect with apparent side-
illumination (see also Fig. 3 b).
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Supplementary Figure 1: Example of four possible implementations of spiral
phase contrast (SPC); see text for detailed explanations. In all cases the illumi-
nated sample is imaged by an objective lens (Obj.), the beam passes through a
helical phase mask (PM) and an image is formed by a tube lens (TL) on a detec-
tor (Det.), which may be a camera or a point detector. (a) Widefield SPC with laser
illumination. (b) Scanning confocal SPC with a fiber serving as a pinhole for the
point detector. (c) Widefield SPC with an incoherent source. (d) Scanning SPC with
an incoherent source.

SPC can also be obtained in widefield mode with incoherent illumination as
provided by an LED (Supplementary Fig. 1 c¢). This illumination can be modeled as
several incoherent collimated beams, represented with different colors in Supple-
mentary Fig. 1. A single beam is centered on the phase mask and induces isotropic
phase gradient detection as in the case of a collimated laser illumination. As the
other beams are not centered on the singularity, each of them gives a phase contrast
image against a bright background. Since the beams are mutually incoherent, their
intensities superimpose in the detector plane, giving the final image.

SPC with LED illumination is also possible in scanning mode. For this con-
figuration, the camera is replaced by a point detector and the sample is scanned
(Supplementary Fig. 1 d). Despite point detection, this is not a confocal configura-
tion, because a large area of the sample is illuminated.
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Supplementary Figure 2: Images of oil droplets in water, obtained in the four
configurations presented in Supplementary Fig. 1 with an 100x, NA 1.40, oil immer-
sion objective. (a) Widefield SPC on a camera with collimated laser illumination.
(b) Scanning confocal SPC with a focused laser. Asymmetrical configuration which
leads to a bas-relief effect is shown. (c) Widefield SPC with an LED as illumination
source. (d) Scanning SPC with an LED. Scale bar 5 pym.

Examples

To compare the sensitivities of these configurations, we imaged oil droplets of vari-
ous sizes in water (Supplementary Fig. 2).

In widefield mode with collimated laser illumination (Supplementary Fig. 2 a) a
high background is present, steming from interference fringes and speckles, which
arise from the coherent illumination. Large oil droplets are visualized, but small
ones are hidden in the noise. To image weak objects such as cells?, a more compli-
cated configuration with a rotating diffuser can be used to average over different
speckle patterns.

Confocal configuration, i.e. illumination with a focused laser and point de-
tection, (Supplementary Fig. 2 b) gives a cleaner image. Focusing the laser
into one spot avoids background all over the sample. Consequently, a row of
tiny droplets (arrow) is clearly visible, while hardly revealed in the other modes.
This configuration offers the best signal-to-noise ratio of the four methods shown
here.

Widefield mode with LED illumination is also free of speckle background from
the speckle background, since the source is incoherent (Supplementary Fig. 2 c). It
reveals, therefore, almost all objects visible in confocal mode.

Scanning mode can also be implemented with LED illumination (Supplemen-
tary Fig. 2 d). A large area of the sample is illuminated, but a point detector
is used, and the sample is scanned. Compared to widefield mode, this configura-
tion removes illumination inhomogeneities and allows overlay with other scanned
images. Compared to the confocal configuration, detection is performed against a



Supplementary Figure 3: SPC images obtained with incoherent LED illumina-
tion of a large area. Widefield (a) and scanning (b) SPC clearly visualize neurons in-
cluding flat details such as neurites and allow for the selection of a region of interest
for imaging the actin cytoskeleton, immunostained with Atto 532 in conventional
confocal fluorescence microscopy (c) or in high-resolution STED microscopy (d). The
inset trace shows an intensity profile according to the white bar. Noise can be re-
duced by Wiener filtering (e). Scale bars 5 uym (b) and 1 um (e).

brighter background. The dynamic range of the detector (here an avalanche photo
diode) becomes therefore a limiting factor.

This configuration is compared to widefield SPC for imaging of neurons in Sup-
plementary Fig. 3. In widefield (Supplementary Fig. 3 a) and scanning (Supplemen-
tary Fig. 3 b) SPC with LED illumination, sub-cellular structures such as neurites
are clearly visualized. The scanned image allowed precise selection of a region of
interest for subsequent fluorescence imaging of the immunostained actin cytoskele-
ton in confocal (Supplementary Fig. 3 ¢) and STED (Supplementary Fig. 3 d) modes.
Details of the actin structure smaller than 50 nm can be discerned in the STED
image; an intensity profile is shown as inset in Supplementary Fig. 3 d. Linear
deconvolution (Wiener filtering) reduces noise and sharpens the STED image (Sup-
plementary Fig. 3 e).
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Engrailed (En) est un facteur de transcription important pour la mise en place de la segmentation de I'embryon et du
plan d’organisation antéro-postérieur. Comme d’autres membres de la famille des homéoprotéines, Engrailed peut aussi
agir comme une molécule de signalisation extracellulaire, internalisable grace a son domaine « pénétratine » et stimulant
dans la cellule cible la transcription ou la traduction des ARNm. De cette fagon, Engrailed guide les axones en modifiant la
traduction dans le cone de croissance axonal et I'infusion cérébrale d’Engrailed protége les neurones dopaminergiques dans
un modele de la maladie de Parkinson en augmentant la traduction de protéines mitochondriales. Des troubles cognitifs
et un déficit des interactions sociales ont été observés chez les souris Enl*" et les souris En2”-. Une augmentation de
I'expression d’En2 a aussi été observée chez des patients atteints de troubles du spectre autistique. Néanmoins, le lien entre
les modifications de 'expression d’Engrailed et 'autisme ne sont pas compris. Lobjectif de cette theése a été d’étendre notre

connaissance des fonctions d’Engrailed dans une région télencéphalique ot elle est a priori peu exprimée (I'hippocampe).

Nos résultats confirment I'expression d’Enl et En2 dans I'hippocampe mature et décrivent les variations de I'expression
de ces geénes au cours du développement de cette structure. Enl et En2 présentent des patrons d’expression différents
pendant la premiere semaine postnatale et chez 'adulte suggérant que des variations du dosage génique d’Engrailed sont
liées a certaines phases du développement, en particulier au début de la synaptogenése. Nous avons également découvert
que dans les cultures de cellules d’hippocampe Engrailed est exprimé dans les neurones et que son expression est plus
forte dans les neurones GABA-ergiques, notamment dans leurs prolongements dendritiques et axonaux. Nous avons
constaté qu’ un exceés d’Engrailed (décrit dans certains cas de TSA) augmente la complexité dendritique ainsi que la densité
des épines dendritiques plastiques mais sans augmenter parallélement la formation de synapses matures excitatrices.
Nous avons observé des variations de densité des épines dendritiques chez les souris En2” et les souris Enl*", ce qui
confirme 'implication d’Engrailed dans leur formation ou leur stabilisation. Si dans nos conditions expérimentales I'exces
d’Engrailed ne modifie pas la densité des synapses, un mutant d’Engrailed qui présente une interaction réduite avec e[F4E
est moins efficace qu'Engrailed pour augmenter la densité des épines et diminue la densité des boutons présynaptiques et
le synaptic matching. Ces résultats indiquent que I'interaction avec eIF4E régule au moins en partie les effets d’Engrailed
sur la spinogeneése et suggeérent également une implication d’Engrailed dans la formation ou la stabilisation des boutons
présynaptiques. Le role clef d’eIF4E dansla traduction permet de postuler que certains effets d’ Engrailed observés dans notre
étude pourraient dépendre de la synthese protéique. Nos résultats montrent a cet égard qu Engrailed augmente la syntheése
protéique dans les neurones d’hippocampe. Cette traduction est différente de celle induite par la LTP chimique (LTPc) car
insensible a 'action des oligomeres synthétiques d’ APO, responsables sous leur forme naturelle de synaptopathies dans le
contexte de la maladie d’Alzheimer. Engrailed permet également de restaurer la traduction défaillante de neurones issus
de souris TG2576, modeles de la maladie d’ Alzheimer.

Dans leur ensemble, nos résultats identifient Engrailed comme un nouvel acteur de la plasticité dendritique. Ils révelent
qu'un exces d’Engrailed au cours de la synaptogenése modifie les caractéristiques des dendrites, une situation susceptible
d’altérer les caractéristiques fonctionnelles du réseau dendritique dans une situation de surexpression pathologique de la
protéine. Nos observations en ouvrant de nouvelles perspectives, peuvent contribuer a faire progresser notre compréhension
des relations qui lient Engrailed a 'autisme. Elles jettent également les bases d'une relation potentiellement fructueuse
entre les voies de signalisation d’Engrailed et du peptide amyloide dans un contexte ou les modulations de la synthése

protéique dans des conditions physiopathologiques pourraient étre un levier thérapeutique.



