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Résumé

La cellule microgliale, seule cellule du systéme immunitaire résidant en permanence dans
le systéme nerveux central, a un role important dans le développement cérébral. Elle participe
a I’élagage des neurones en développement, via le marquage des épines dendritiques a éliminer

par les facteurs du complément.

Certaines régions cérébrales continuent a produire des neurones a 1’dge adulte. Chez le
rongeur, des néo-neurones sont ainsi générés dans la zone sous-ventriculaire tout au long de

la vie et migrent vers le bulbe olfactif ou ils s’inteégrent au réseau pré-existant.

Le but de ce travail est de caractériser 1’implication de la microglie dans le dé-
veloppement et 1’élagage des neurones nés dans le systéme olfactif de la souris a

I’age adulte.

Pour ce faire, nous avons combiné des méthodes d’étude du comportement, d’im-
munohistochimie, de microscopie confocale et d’analyse d’images pour explorer les
interactions entre microglie et neurones bulbaires dans un contexte normal ou
pathologique : déafférentation olfactive, inflammation par les lipopolysaccharides (LPS)
bactériens, dérégulation de I’axe hypothalamus-pituitaire-adrénal ou déficience génétique en
complément C3 (C37/7).

Nous avons découvert que la microglie phagocyte préférentiellement les néo-neurones nés
a ’dge adulte par rapport aux neurones néonataux, et que cette tendance s’accentue encore
en cas de déafférentation sensorielle. Ainsi, la microglie fagonne le réseau neuronal du bulbe
en fonction des expériences sensorielles. La densité d’épines dendritiques est peu impactée par
I’activation microgliale, et n’est pas modifiée par I’absence de complément C3. Cela suggere
que I’élagage des néo-neurones du bulbe olfactif pourrait ne pas mettre en jeu la

microglie et le complément C3.

En conclusion, ce travail de these montre 'importance de la microglie dans la ré-
gulation du taux de neurogenése bulbaire en fonction de 1’activité sensorielle.
L’implication de la microglie dans les mécanismes de plasticité neuronale ouvre des perspec-

tives de recherche pour des thérapies ciblées sur les cellules microgliales.

Mots clefs :

microglie, neurogenese adulte, bulbe olfactif, arbre dendritique, épines dendritiques, olfaction,

déafférentation, inflammation, dépression, plasticité, interneurones.
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Introduction

I.A Microglie

I.A.1 Petit historique

&N

& H
(a) Microglie dessinée par del Rio (b) Photomicrographes de microglie
Hortega réalisés par del Rio Hortega

F1cURE 1.1 — La microglie par del Rio Hortega

(a) : Dessins tirés de [del Rio-Hortega, 1919] (b) évolution de la microglie durant son activité pha-
gocytaire. A, cellule & prolongements épais et rugueux; B, cellule & prolongements courts et corps
cellulaire élargi; C; cellule hypertrophique a pseudopodes; D, E, formes amiboide a pseudopodes;
F, cellule ayant phagocyté un leucocyte; G, cellule ayant phagocyté de nombreux érythrocytes; H,
cellule & granules lipidiques; I, cellule mitotique. Tiré de [del Rio-Hortega and Penfield, 1932].

Le pere de la microglie est généralement considéré étre Pio del Rio-Hortega, un
étudiant de Santiago Ramoén y Cajal. C’est lui qui leur a donné le nom de microglie

en 1919 [del Rio-Hortega, 1919], puis a caractérisé leur réponse a des lésions cérébrales
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(Figure I.1) [del Rio-Hortega, 1939; del Rio-Hortega and Penfield, 1932].

Cependant, sans vouloir amoindrir les découvertes de del Rio-Hortega, il faut repla-
cer ses travaux dans leur contexte. La microglie avait déja été observée auparavant a
plusieurs reprises, notamment par Victor Babes, qui avait remarqué dans le tissu céré-
bral des amas de cellules ramifiées dans des cas de rage et d’autres infections cérébrales
des 1892 [Babes, 1892]. Ramén y Cajal a aussi consacré une partie de sa carriere a
la recherche de méthodes de marquage spécifiques des différents types cellulaires pré-
sents dans le cerveau, en particulier la glie [Garcia-Marin et al., 2007]. Nous devons a
Ramon y Cajal la premiere publication scientifique entierement dévolue a la neuroglie
[Garcia-Segura, 2002; Ramon y Cajal, 1897|. Les méthodes de coloration utilisées par
Ramon y Cajal pour marquer la neuroglie ne permettaient pas de différencier la micro-
glie des oligodendrocytes : il les appelait de maniere collective « le troisieme élément »
[Tremblay et al., 2015]. Del Rio-Hortega a développé de nouvelles techniques de colo-
ration [del Rio-Hortega, 1916] qui lui ont permis quelques années plus tard d’identifier
et définir la microglie [del Rio-Hortega, 1919] (Figure I.1a).
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FIGURE 1.2 — Evolution de la recherche sur la microglie.

Nombre de publications contenant le mot « microglie » dans le titre ou dans tous les champs
(www.ncbinlm.nih.gov). Le nombre annuel de publications sur le sujet était tres restreint du dé-
but du xx¢ siécle jusqu’en 1990 (456 publications en tout), alors qu’il se compte en milliers depuis le
début des années 2000 (1180 par an en moyenne sur la période 2000-2014). Le nouvel d’intérét pour
la microglie semble correspondre aux travaux fondateurs de Davalos et al. [2005] et Nimmerjahn et al.
[2005], et s’accroitre encore apres la démonstration de Porigine vitelline de la microglie par Ginhoux
et al. [2010]. Figure tirée de Tremblay et al. [2015].
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Depuis lors, I'intérét de la communauté scientifique pour la microglie n’a cessé de

s’intensifier, notamment depuis le début des années 2000 (Figure 1.2)

I.A.2 Origine de la microglie

I.A.2.a Origine embryonnaire

On a longtemps pensé que la microglie était issue de la lignée des cellules souches
hématopoiétiques comme les monocytes et les macrophages. Déja, del Rio Hortega avait
fait ’hypothese de 'origine mésodermique des cellules microgliales (ce qui les distingue
des autres cellules du systeme nerveux dont lorigine est neuro-ectodermique), par

homologie morphologique et phénotypique avec les macrophages [del Rio-Hortega and
Penfield, 1932].
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F1cURrE 1.3 — Origine et lignage des cellules immunitaires.

La microglie est issue des précurseurs du sac vitellin (PSV) qui envahissent le systéme nerveux en
développement, puis 8’y auto-entretiennent jusqu’a I'dge adulte (fleche circulaire). Les autres cellules
immunitaires de l'organisme adulte, notamment les monocytes (Mono) sanguins et les macrophages
(MP) tissulaires, sont issues des cellules souches hématopoiétiques (CSH) situées dans la moelle os-
seuse. Le systéme nerveux central est protégé par la barriere hémato-encéphalique, mais en cas de
rupture de celle-ci, des cellules immunitaires périphériques (notamment les monocytes) peuvent en-
vahir et coloniser le systéme nerveux central (fleche rouge). PFF : précurseur du foie foetal; PM :
précurseur myéloide; Mast : mastocyte; E : érythrocyte; Mc : mégacaryocyte; CD : cellule den-
dritique; CSL : cellule souche lymphoide; PL : précurseur lymphocytique; B : lymphocyte B; C :
lymphocyte C; NK : natural killer.
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Cependant, les cellules microgliales peuvent étre observées tres tot durant le déve-
loppement, deés le 9° jour et demi de développement embryonnaire (que ’on note E9,5)
chez la souris. Or, les cellules myeloides (dont font partie les monocytes) n’apparaissent
qu'a E12,5, a partir des cellules souches hématopoiétiques du foie feetal (Figure 1.3).
Les premieres cellules microgliales ne peuvent donc pas étre dérivées de ces cellules
souches hématopoiétiques [Ginhoux and Prinz, 2015]. Des résultats similaires avaient
déja été trouvés chez le poisson zebre [Herbomel et al., 2001], ce qui montre une forte

conservation de la microglie dans 1’évolution.

Les premieres cellules microgliales sont en fait dérivées de précurseurs situés dans
le sac vitellin [Ginhoux et al., 2010]. Lors d’une greffe de cellules souches hématopoié-
tiques suite a une irradiation sub-léthale, alors que la majorité des leucocytes circulants
proviennent du donneur, 95 % de la microglie est toujours issue du receveur. Ainsi chez
la souris, la microglie semble s’auto-renouveler indépendamment des cellules souches
hématopoiétiques, a partir de précurseurs locaux résistants aux radiations qui colo-
nisent le cerveau avant la naissance. De plus, Ginhoux et al. ont réalisé des expériences
de lignage cellulaire : en marquant spécifiquement les cellules du sac vitellin de maniere
inductible, ils ont prouvé qu’avant E7.5 les progéniteurs de cellules myeloides donnent
spécifiquement naissance a la microglie, et non aux leucocytes circulant. D’autres études
[Kierdorf et al., 2013; Schulz et al., 2012] ont depuis confirmé que la microglie est ori-

ginaire du sac vitellin en utilisant d’autres lignées de souris (Figure 1.3).

L’origine principalement vitelline de la microglie semble unique. Les autres popu-
lations de macrophages résidents étudiées jusqu’a présent, comme les cellules de Lan-
gerhans [Hoeffel et al., 2012] ou les macrophages alvéolaires [Guilliams et al., 2013],

dérivent principalement du foie foetal (Figure 1.3).

Cependant, une étude récente sur le poisson zebre avec une meilleure résolution
spatio-temporelle semble montrer que l'origine de la microglie adulte est différente
de la microglie embryonnaire. Cette derniere provient bien de la région équivalente
au sac vitellin chez la souris, mais les cellules microgliales adultes proviendraient de
la paroi ventrale de 1'aorte dorsale, un tissu également impliqué dans 1’hématopoiese

embryonnaire et néonatale chez la souris [Xu et al., 2015].

I.A.2.b Origine a I’age adulte

I.A.2.b.i En conditions homéostatiques

La microglie s’auto-renouvelle principalement a partir des cellules issues du sac vitellin
sans apport des cellules souches hématopoiétiques, comme 'ont montré des travaux
de lignage cellulaire [Ginhoux and Prinz, 2015]. De plus, des études utilisant le mar-
queur CX3CR1, (récepteur a la fractalkine) [Goldmann et al., 2013; Yona et al., 2013]

ont permis de montrer que les cellules microgliales (ainsi que d’autres macrophages
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résidents comme ceux du foie et de la rate) ont une durée de vie de plusieurs mois,
contrairement aux monocytes circulants qui sont rapidement renouvelés. De plus, des
expériences de parabiose au long cours chez la souris ont confirmé la stabilité de la
microglie : alors que les monocytes circulants proviennent des deux animaux reliés par
leur péritoine, le cerveau de chaque souris ne contient pas de cellules microgliales de
l'autre souris [Ajami et al., 2007; Ginhoux et al., 2010].

I.A.2.b.ii Origine en conditions pathologiques

En conditions physiologiques les monocytes circulants ne participent pas au renouvel-
lement de la microglie. Mais qu’en est-il en cas de pathologie? Lors de certaines in-
fections, notamment lorsque la barriere hémato-encéphalique est rompue, des cellules

périphériques ne pourraient-elles pas s’infiltrer dans le cerveau ?

Dans une premiere expérience, Hickey and Kimura [1988] ont montré grace a une
greffe de moelle osseuse apres irradiation chez le rat que les macrophages périvascu-
laires sont renouvelés par les cellules du greffon. La microglie, en revanche, n’est pas
remplacée. La méme expérience a pu étre conduite dans ’espece humaine — lorsque des
femmes ont recu une greffe de moelle osseuse provenant d’un homme — et ont conduit
aux mémes résultats [Unger et al., 1993]. Plus tard, des études utilisant des greffes
de cellules souches hématopoiétiques marquéees par la protéine fluorescente verte GFP
ont trouvé des cellules de microglie exprimant la GFP dans le parenchyme cérébral plu-
sieurs semaines apres la transplantation [Eglitis and Mezey, 1997; Priller et al., 2001].
Suite a cette étude, beaucoup de travaux ont abondé en ce sens, jusqu’a ce que Ajami
et al. [2007] et Mildner et al. [2007] ne montrent simultanément que la microglie n’est
remplacée par des cellules périphériques que lorsque les souris sont irradiées avant la
greffe. En effet, chez des souris irradiées mais dont la téte est protégée des radiations, la
microglie n’est pas remplacée par des cellules périphériques, contrairement aux souris
entierement irradiées. Le mécanisme par lequel l'irradiation prédispose la microglie a
étre remplacées par des cellules périphériques passe probablement par la rupture de la
barriere hémato-encéphalique (Figure 1.3). Lors des expériences de parabiose déja évo-
quées au paragraphe I.A.2.b.i, les cellules circulantes sont partagées par les animaux,
mais ne donnent pas de microglie, méme en cas de maladie neurodégénérative [Ajami
et al., 2007]. Par ailleurs, ce groupe a montré plus tard en combinant parabiose et
irradation que l'invasion du systeme nerveux central par des monocytes périphériques
est transitoire. Les monocytes circulants ne semblent donc pas contribuer a la réserve

de microglie résidente.

Cependant, méme si les cellules immunitaires périphériques qui pénetrent le cerveau
peuvent étre distinguées de la microglie, il ne faut pas minimiser l'impact que peut avoir

cette infiltration. Ces monocytes recrutés ont probablement un role clef dans la sclérose
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en plaques, comme montré dans le modele associé chez la souris, I'encéphalomyélite
autoimmune [King et al., 2009; Mildner et al., 2009].

I.A.3 Marqueurs moléculaires de la microglie

I.A.3.a Microglie et macrophages
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FIGURE 1.4 — Marqueurs moléculaires spécifiques de la microglie et partagés avec les macro-
phages périvasculaires, monocytes et macrophages.

Alors que la microglie se distingue des autres cellules immunitaires de par son ori-
gine (voir I.A.2.a), elle partage pourtant un certain nombre de marqueurs moléculaires
avec les monocytes et macrophages tels que le CD11b ( Cluster of Differenciation 11b)
et F4/80 [Perry et al., 1985], mais aussi CSF-1 (Colony Stimulatng Factor 1 Receptor)
et Iba-1 (lonized calcium-binding adapter molecule 1) [Prinz and Mildner, 2011]. 11
est communément admis que dans les conditions physiologiques, les seules cellules a
exprimer ces marqueurs dans le systeme nerveux central sont les cellules microgliales.
Cependant, en cas d’invasion du systéme nerveux central par des monocytes périphé-
riques (voir I.A.5.a.iii), aucun de ces marqueurs moléculaires ne permet de discriminer

entre les deux types cellulaires (Figure 1.4).

Selon des données récentes, CD39 (Cluster of Differenciation 39) est exprimé spé-
cifiquement dans la microglie (et non dans les monocytes), alors que Ly6C est exprimé
uniquement dans les monocytes [Butovsky et al., 2012]. Par ailleurs, des études de

transcriptomique ont trouvé une signature unique de la microglie par rapport aux
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autres macrophages [Chiu et al., 2013; Gautier et al., 2012]. CX3CRI1 est exprimé dans
la microglie beaucoup plus fortement que dans les macrophages périphériques (Figure
[.4). Les protéines surexprimées dans la microglie semblent en grande partie appartenir
au « sensome », qui lui permet de sonder son environnement (voir paragraphe I.A.5.a.i),
par exemple P2ry12; Sighlec-H ou CX3CR1 [Hickman et al., 2013].

Enfin, méme en conditions physiologiques la microglie n’exprime pas les mémes
marqueurs et n’a probablement pas les mémes fonctions a travers tout le cerveau,

comme le montre une étude récente de transcriptomique [Grabert et al., 2016].

I.A.3.b Polarisation de la microglie

On distingue schématiquement deux profils d’activation de la microglie : le profil

M1 pro-inflammatoire, et le profil M2 anti-inflammatoire (Figure 1.5).
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Inflammation de
périphérique I'inflammation
LPS Virus IL-10 IL-4

/ TGFB
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F1Gure 1.5 — Polarisation de la microglie.
L’état d’activation de la microglie est une balance qui répond a son environnement : 1ésions, cytokines
pro ou anti-inflammatoires, dérivé réactif de 'oxygene (ROS). ..

I.A.3.b.i Polarisation M1
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La microglie peut reconnaitre des stimuli nocifs grace a une batterie de récepteurs
immunitaires comme les Toll-Like Receptor (TLR), Nucleotide-binding Oligomerization
Domain (NOD) et les récepteurs éboueurs ou scavengers [Ransohoff and Brown, 2012;
Ransohoff and Cardona, 2010]. Lorsque I'un de ces récepteurs est activé, ou bien en
présence de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a ( Tumor Necrosis Factor-
a) ou l'interféron-v, la microglie et les macrophages infiltrants éventuels se polarisent
vers un phénotype pro-inflammatoire M1 [Villalta et al., 2009]. La microglie produit
alors des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-«, interleukine (IL)-1a IL-15,
IL-6 IL-12, IL.-23, peut présenter des antigenes, et exprime fortement la inducible NO
synthase (iNOS) [Orihuela et al., 2016]. La microglie M1 exprime aussi des chimio-
kines, des molécules oxydo-réductrices (NADPH oxydase, iNOS...), des récepteurs
éboueurs et le Compexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH)-II [Boche et al., 2013;
Colton and Wilcock, 2010; Hanisch and Kettenmann, 2007; Henkel et al., 2009; Ranso-
hoff and Perry, 2009]. L’action combinée de ces différents facteurs permet de détruire
le pathogene incriminé et de polariser les cellules T pour qu’elles montent une réponse

immunitaire adaptative [Orihuela et al., 2016].

Expérimentalement, la polarisation M1 est souvent obtenue grace a des dérivés
bactériens (comme le lipoposysaccharide, ou LPS), viraux (ADN/ARN viral) ou les
signaux associés (comme l'interféron-v) [Martinez and Gordon, 2014]. Une polarisation
similaire peut étre obtenue en l’absence de micro-organisme en cas de traumatisme
cranien, d’ischémie ou d’exposition a des agents chimiques [Chen and Nutiez, 2010;
McPherson et al., 2014; Shechter and Schwartz, 2013]. L’exposition chronique & des
glucocorticoides exogenes tend également a induire un phénotype M1 dans I'hippo-
campe [Frank et al., 2014].

L’acquisition du phénotype M1 suite a l'activation de la microglie passe par des
facteurs de transcription, tels que le Nuclear Factor kB (NF-xB) et STAT1 [Orihuela
et al., 2016; Shih et al., 2015]. Dans les études présentées dans cette these, nous avons
utilisé le CD68 (Cluster of Differenciation 68) comme marqueur de l'activation M1 de

la microglie.
I.A.3.b.ii Polarisation M2

Le concept d’activation « alternative » des macrophages est apparu au début des an-
nées 1990, grace a I’observation que I'lL-4 provoque a la fois la surexpression du CMH-II
et de CD206 et 'inhibition des cytokines pro-inflammatoires [Stein et al., 1992]. Des
études ultérieures ont montré I'expression de cytokines anti-inflammatoires telles que
1L-4, 11-10, IL-13 et Transforming Growth Factor f (TGF( ) par la microglie M2 [Col-
ton, 2009; Henkel et al., 2009]. Les macrophages M2 jouent un réle dans la réponse

allergique, la résolution de I'inflammation, le remodelage tissulaire, I'immunorégulation
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et la promotion tumorale [Sica and Mantovani, 2012]. Il existe des différences entre mi-
croglie et macrophages périphériques, par exemple la microglie semble ne pas exprimer
le marqueur CD206 [Durafourt et al., 2012]. L’activation M2 n’est pas unique, mais
dépend de son élément déclencheur. On peut notamment différencier I’état M2 produit
par IL-4 qui induit le facteur de transcription STATG6 et celui produit par IL-10 qui
induit STATS3, ce qui va conduire a des profils d’expression de cytokines et chimiokines
différents [Orihuela et al., 2016].

La distinction entre polarisation M1 pro-inflammatoire et M2 anti-inflammatoire
est utile, mais il faut garder en téte qu’il s’agit d’une polarisation, avec tout un spectre

entre les deux, et non deux états parfaitement distincts [Cherry et al., 2014].

I.A.4 Hétérogénéité de la microglie
I.A.4.a Répartition de la microglie

Globalement, la microglie représente chez la souris 10 a 15 % des cellules du systeme
nerveux central, ce qui est similaire a la proportion des macrophages dans les tissus
périphériques [Carson et al., 2006; Lawson et al., 1990]. La microglie n’est pas répartie
de maniére homogene dans le systeme nerveux central. Chez la souris, le télencéphale
olfactif est la région la plus densément peuplée de cellules microgliales, suivie par
I’hippothalamus et les ganglions de la base ; la substance blanche, le cervelet et le tronc
cérébral arborent au contraire particulierement peu de cellules microgliales [Lawson
et al., 1990]. De maniere surprenante, Mittelbronn et al. [2001] ont trouvé la tendance
opposée dans le cerveau humain sain : la microglie y est moins dense dans la substance

grise.

I.A.4.b Morphologie de la microglie

Il existe des variations régionales de la morphologie des cellules microgliales en
fonction du micro-environnement alentour. Dans la substance blanche, la microglie
a une morphologie plutot bipolaire parallele ou perpendiculaire aux fibres, alors que
dans la substance grise elle présente de nombreux prolongements en étoile [Lawson
et al., 1990]. A proximité des zones ot la barriére hémato-encéphalique est réduite, la
microglie arbore une forme plus amiboide, notamment a proximité des ventricules et

du plexus choroide [Lawson et al., 1990].

Au sein du parenchyme cérébral, la microglie peut prendre des formes extréme-
ment diverses, pouvant aller d’un sphéroide a une étoile complexe, en passant par de

nombreux intermédiaires amiboides [Bohatschek et al., 2001; Dailey and Waite, 1999;
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Nimmerjahn et al., 2005; Tremblay, 2011]. Les cellules microgliales peuvent passer

continument d’'un état a l'autre, comme montré Figure 1.6.
Amiboide
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Fi1cure 1.6 — Morphologies de la microglie dans le systéme nerveux central humain.
Adapté de [Karperien et al., 2013].

Il existe un lien entre morphologie et états d’activation de la microglie (décrits au
paragraphe 1.A.3.b). Les cellules microgliales a large soma, dont les processus sont peu
nombreux et épais (en haut sur la Figure 1.6) sont considérées comme « activées »,
« réactives » ou « intermédiaires ». Elles produisent des cytokines, peuvent se déplacer
jusqu’au site d’une blessure, proliférer, recruter, activer ou phagocyter d’autres cellules
[Sottys et al., 2001; Stence et al., 2001; Streit, 2000].

Dans le systeme nerveux central mature en conditions normales, la microglie est
trés ramifiée, avec des branches secondaires et tertiaires branchées sur des branches
primaires tortueuses (en bas sur la Figure 1.6). Elle joue alors des rdles physiologiques
importants (voir paragraphe [.A.5.a.i), et ses nombreuses branches lui permettent d’ex-
plorer et interagir avec son environnement et les cellules alentour [Davalos et al., 2005;
Nimmerjahn et al., 2005].

I.A.5 Fonctions de la microglie

I.A.5.a Fonctions macrophagiques

En tant que cellule immmunitaire résidente du systéme nerveux central, la microglie

a naturellement un réle important dans la neuroinflammation et la réponse aux attaques
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d’origine infectieuse ou non [Gomez-Nicola and Perry, 2014].

I[.A.5.a.i En conditions physiologiques

L’une des fonctions des macrophages est d’éliminer par phagocytose les cellules
mortes et les débris associés. De méme, la microglie phagocyte les cellules apopto-
tiques, notamment lors du développement ou l’apoptose est un phénomeéne courant
et physiologique [Bessis et al., 2007; Ferrer et al., 1990; Oppenheim, 1991; Vaux and
Korsmeyer, 1999] (voir paragraphe I.A.5.b.i). La phagocytose des cellules apoptotiques
permet d’éviter le relargage de molécules toxiques et pro-inflammatoires, donc cette

phagocytose est bénéfique pour ’homéostasie cérébrale [Chan et al., 2006].

Il a été montré grace a des expériences d’imagerie chez la souris [Nimmerjahn et al.,
2005] et le poisson zebre [Li et al., 2012, 2013] qu’au repos, la microglie a des prolon-
gements extrémement motiles, alors que son soma est immobile. Les prolongements
contactent préférentiellement les neurones actifs, ce qui a pour effet de diminuer 'ac-
tivité de ces neurones [Li et al., 2012]. La microglie effectue donc un rétrocontrole
négatif sur 'activité neuronale. Les cellules microgliales forment une mosaique : cha-
cune occupe un certain volume de parenchyme sans entrer en contact avec ses voisines
[Nimmerjahn et al., 2005]. Cependant, dés qu'une lésion vient endommager la barriere
hémato-encéphalique, la microglie devient active et migre vers le lieu de la lésion [Nim-
merjahn et al., 2005]. Lors du vieillissement, la motilité des prolongements diminue,

alors que celle du corps cellulaire augmente [Hefendehl et al., 2014].

De nombreuses cytokines et molécules immunitaires ont été récemment impliquées
dans des processus neuronaux tels que la plasticité synaptique et la neuromodulation
[McAfoose and Baune, 2009]. Un réseau complexe de cytokines incluant 1L-15, I1-6 et
TNF-a a été impliqué dans la potentiation a long terme (LTP) [del Rey et al., 2013].
IL-13 et 1L-6 sont tous deux exprimés apres l'induction de la LTP, mais ils ont des
effets opposés : IL-13 soutient I'apprentissage, alors qu'IL-6 I'empéche [Goshen and
Yirmiya, 2009; Schneider et al., 1998].

La microglie veille donc en permanence a la physiologie du systéme nerveux central
[Hanisch and Kettenmann, 2007; Sierra et al., 2014], et participe au bon fonctionnement

des neurones [Gomez-Nicola and Perry, 2014].

I[.A.5.a.ii Fonctions de la microglie en cas d’infection

La barriere hémato-encéphalique empéche la plupart des agents pathogenes d’en-
trer dans le systéme nerveux central. Cependant, un certain nombre de pathogenes
peuvent 'atteindre malgré tout. Nous prendrons ici deux exemples pour illustrer I’en-

trée d’agents pathogenes dans le cerveau.
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— Le virus de la rage est un virus neurotropique qui infecte généralement d’abord
les cellules musculaires, d’ou il peut passer aux cellules nerveuses a travers la
jonction neuro-musculaire [Gluska et al., 2014] puis atteindre le systéme nerveux

central par transport rétrograde! [Tsiang et al., 1983].

— La méningite est une inflammation des méninges pouvant étre causée entre
autres par une bactérie capable de pénétrer dans le cerveau a travers la barriere

hémato-encéphalique intacte [Barichello et al., 2016].

Pour examiner I'action de la microglie sur un pathogene, considérons le cas de la
méningite bactérienne. Lorsque les bactéries se répliquent, elles produisent des mo-
tifs moléculaires associés aux pathogenes (Pathogene Associated Molecular Patterns ou
PAMP) reconnus par la microglie. Cette derniere produit alors des cytokines et chi-
miokines pro-inflammatoires qui permettent le recrutement de leucocytes périphériques
et ’élimination de la bactérie. La microglie est donc importante pour le controle de
I'infection, mais son activation M1 prolongée peut agraver la maladie et entrainer des
effets secondaires [Barichello et al., 2016].

I.A.5.a.iii Fonctions de la microglie en cas d’inflammation

Au sens strict, par homologie avec I'inflammation, la neuroinflammation ne concerne
que les situations ou des leucocytes périphériques sont recrutés dans le parenchyme
cérébral. C’est le cas lors de traumatismes craniens, d’ischémie cérébrale ou d’infections
du systeme nerveux central. En ’absence d’entrée de leucocytes, il est plus exact de
parler d’activation microgliale que de neuroinflammation [DiSabato et al., 2016; Estes
and McAllister, 2014]. Nous traiterons ici principalement des effets de 'inflammation

périphérique sur la microglie et le systéme nerveux central.

Les cytokines sécrétées lors d’'une inflammation périphérique peuvent activer des
réseaux nerveux afférents (comme le nerf vague), et des cytokines pro-inflammatoires
peuvent entrer dans le systéme nerveux central [Dantzer et al., 2008]. La microglie de-
vient alors active et se met a produire des chimiokines et cytokines pro-inflammatoires
telles que I'IL-1cv, I'IL-6 et le TNF-a [Chen et al., 2012; Henry et al., 2009] qui pourront
agir sur le systeme nerveux central. Ces effets sont tout d’abord bénéfiques, notamment
a travers le sickness behavior [Dantzer et al., 2008] qui permet d’alouer le maximum de
ressources énergétiques a la lutte contre le pathogene [Berg et al., 2004; Bluthé et al.,
2000], et de limiter la propagation inter-individus de la maladie (dans le cas ou celle-
ci est transmissible) par diminution des interactions sociales [DiSabato et al., 2016].

Lorsque le sickness behavior est empéché, la morbidité et la mortalité sont augmentées

1. La capacité du virus de la rage & passer les synapses de maniere rétrograde (dans le sens inverse
de la transmission synaptique) en fait un bon outil pour I’étude des réseaux neuronaux [Zampieri
et al., 2014].
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[Corona et al., 2013], montrant I'importance de ce phénomene physiologique. L’expres-
sion de cytokines pro-inflammatoires est normalement transitoire et rapidement résolue
[Norden et al., 2016], et se produit sans rupture de la barriere hémato-encéphalique
ni entrée de cellules périphériques, et sans conséquences neuropathologiques [Dantzer
et al., 2008].

L’inflammation (ou I'activation pro-inflammatoire de la microglie) dans le systeme
nerveux central est bénéfique lorsqu’elle est controlée et limitée dans le temps, mais peut
se révéler délétere dans certaines conditions. Le stress chronique (induit par exemple
par des chocs électriques, des événements stressants imprévisibles ou des défaites so-
ciales répétées, ou bien par 'apport exogene de glucocorticoides) induit la polarisation
M1 de la microglie [Frank et al., 2007, 2014]. Par la suite, des cellules immunitaires
périphériques envahissent le cerveau, particulierement dans les zones liées a 'anxiété
[Tynan et al., 2010; Wohleb et al., 2013] ; empécher I'invasion par ces cellules périphé-
riques suffit a bloquer 'induction de comportements liés au stress chez la souris [Wohleb
et al., 2014]. Ainsi, les comportements liés au stress semblent dus a une dérégulation
de la balance inflammation / anti-inflammation et a l'entrée de cellules immunitaires

périphériques dans le cerveau.

L’inflammation périphérique semble également impliquée dans l'induction et la
gravité de maladies neurodégénératives (voir aussi paragraphe 1.C.6.e) [Cunningham,
2013]. Nous l'illustrerons principalement sur I’'exemple de la maladie de Parkinson. Se-
lon des études épidémiologiques, I'usage a long terme d’anti-inflammatoires non stéroi-
diens (en particulier I'ibuprofene) semble protecteur contre le développement ultérieur
de maladies neurodégénératives telles que Parkinson [Chen et al., 2005] ou Alzheimer
[Vlad et al., 2008]. Ainsi I'inflammation pourrait avoir un role dans l'initiation des
maladies neurodégénératives. Par ailleurs, la Parkin, protéine mutée dans des formes
familiales de maladie de Parkinson, semble étre moins exprimée en contexte inflammé
chez la souris [Tran et al., 2011], ce qui suggere que l'inflammation pourrait provo-
quer un phénotype similaire a la mutation de la Parkin, et ainsi induire la maladie.
L’injection dans la substance noire de rongeurs d’a-synucléine (protéine formant des
aggrégats extracellulaires cytotoxiques dans la maladie de Parkinson) active la micro-
glie et provoque l'augmentation des cytokines pro-inflammatoires, surtout lorsqu’elle
est couplée a une inflammation périphérique [Couch et al., 2011]. Un autre modele
d’induction de Parkinson, l'injection de 6-Hydroxy-DopAmine (6-OHDA) dans la sub-
stance noire peut aussi provoquer 'activation microgliale, probablement suite a la mort
neuronale [Depino et al., 2003]. L’administration chronique de LPS peut augmenter la
neurodégénerescence dans des modeles de maladies neurodégénératives chez la souris
[Frank-Cannon et al., 2008; Lee et al., 2008], et une seule injection systémique de LPS
suffit a augmenter la mort des neurones dopaminergiques dans des modeles de maladie

de Parkinson [Gao et al., 2011; L’Episcopo et al., 2011]. De méme, 1’expression chro-
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nique et systémique de IL-13 augmente la dégénérescence neuronale dans des souris
traitées au 6-OHDA [Pott Godoy et al., 2008].

La microglie a un role phagocytaire important lorsque beaucoup de cellules meurent,
par exemple dans les maladies neurodégénératives [Cunningham, 2013; Loane and Ku-
mar, 2016; Lopategui Cabezas et al., 2014; Yoneyama and Ogita, 2013] ou les trau-
matismes craniens [Loane and Kumar, 2016]. L'impact de la phagocytose dans ces
pathologies est cependant ambigu, a la fois bénéfique et délétere [DiSabato et al.,
2016].

I.A.5.b Fonctions développementales de la microglie

I.A.5.b.i Pendant le développement

Comme nous 'avons vu paragraphe [.A.2.a, la microglie est présente tres tot dans le
développement : des E9,5 chez la souris [Ginhoux et al., 2010, 2013; Prinz and Priller,
2014], c’est-a-dire avant la différenciation des cellules du systéme nerveux [Kriegstein
and Alvarez-Buylla, 2009]. Ainsi, elle se trouve au bon endroit au bon moment pour

participer au développement cérébral.

Le développement du systéme nerveux central implique plusieurs étapes clefs (pro-
lifération, migration, intégration. ..voir aussi paragraphe 1.C.2). Nous détaillerons ici

I'implication de la microglie dans chacune de ces étapes [Frost and Schafer, 2016].

— Prolifération, survie et maturation des cellules souches neurales : la
microglie produit des facteurs impliqués dans la survie, la prolifération et la ma-
turation des cellules souches neurales dans le cerveau en développement. Par
exemple, 'addition de milieu de culture conditionné par de la microglie a des
cultures neuronales augmente la prolifération des cellules souches neurales ainsi
que la maturation et la survie des neurones [Chamak et al., 1994; Morgan et al.,
2004; Nagata et al., 1993]. De méme, la prolifération de cellules souches neurales
isolées de cortex de souris dont la microglie est déficiente (PU.17) est diminuée,
et cet effet est annulé par I'ajout de microglie de souris normales (PU.1T [An-
tony et al., 2011]. Ueno et al. [2013] ont montré que chez les souris déficientes en
CX3CR1 (CX3CR17/7) (de méme que lorsque la microglie est enlevée chimique-
ment ou génétiquement), le nombre de neurones apoptotiques est supérieur aux
controles dans la couche 5 du cortex. Cet effet ne semble pas étre dii a une élimi-
nation inefficace des cellules apoptotiques, car la phagocytose par la microglie est
similaire entre souris CX3CR17/~ et sauvages. [Ueno et al., 2013]. Le mécanisme
par lequel la microglie favorise la survie des neurones semble passer par |’ Insulin-
like Growth Factor (IGF)-1, un puissant facteur trophique pour la survie des
cellules souches neurales, qui est moins produit dans les souris CX3CR1~/~ [Mi-
zutani et al., 2012; Nishiyori et al., 1998; Wolf et al., 2013]. Selon une autre étude
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FiGure 1.7 — Fonctions physiologiques de la microglie.

En bas, dans le cerveau en développement, la microglie participe a la prolifération et la différenciation
des cellules souches en neurones et en cellules gliales (A) ; a la sélection des axones, leur myélinisation
et leur fasciculation (B); a 1’élagage des épines surniméraires (C, voir aussi paragraphes I.A.6.c pour
plus de détails). En haut, dans le cerveau adulte (voir paragraphe 1.A.5.a.i), la microglie surveille
I’homéostasie du parenchyme cérébral grace a la motilité de ses prolongements (D) ; phagocyte les
débris (E) ; participe & la physiologie des synapses (notamment aux processus de potentiation & long
terme impliqués dans la mémoire) et réduit I'excitation des neurones en contactant les synapses actives

(F).
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[Shigemoto-Mogami et al., 2014], I'inactivation de la microglie par la minocycline
diminue la prolifération des cellules souches neurales et le nombre d’oligodendro-
cytes dans la zone sous-ventriculaire, ce qui laisse penser que la microglie aurait
un role positif dans la prolifération des cellules souches neurales et la dendroge-

nese.

Apoptose : durant le développement, des neurones sont produits en surnombre,
et certains sont éliminés par apoptose [Oppenheim, 1991; Vaux and Korsmeyer,
1999]. Des techniques d’imagerie chez le rongeur ont permis de montrer que la
microglie phagocyte des neurones durant le développement [Bessis et al., 2007;
Ferrer et al., 1990]. Cependant, ces études ne déterminent pas si elle se contente
d’engouffrer les cellules apoptotiques, ou bien si elle joue un réle dans I'initiation
de ’apoptose. Il semblerait qu’elle participe activement a ’apoptose, comme ’ont
montré plusieurs études in vitro sur 'embryon de poulet [Frade and Barde, 1998],
la souris [Marin-Teva et al., 2004] ou encore le rat [Sedel et al., 2004]. Chacune de
ces études a identifié une molécule par laquelle la microglie induirait I’apoptose
(respectivement le Nerve Growth Factor (Ngf), les ions superoxyde et le TNF-
«), mais la relation entre ces différentes voies n’est pas claire. In vivo, chez le
macaque et le rat, la microglie phagocyte les cellules souches neurales lorsque le
développement prend fin, et le nombre de cellules souches neurales est augmenté
quand la microglie est inhibée par un antibiotique & large spectre (minocycline
ou doxycycline), ou supprimée par du clodronate liposomal [Cunningham, 2013].
Réciproquement, 'activation de la microglie par injection de LPS in utero dimi-
nue le nombre de cellules souches neurales. Ainsi, un faisceau d’arguments désigne
la microglie comme régulatrice de la neurogeneése embryonnaire par induction de
I’apoptose des cellules souches neurales. Ces manipulations n’étant pas parfaite-
ment spécifiques de la microglie, des expériences supplémentaires (par exemple
en utilisant des méthodes génétiques) sont nécessaires pour établir avec certitude

la relation causale entre microglie et apoptose.

Développement des cellules gliales : des expériences in vitro ont montré
qu’un milieu de culture conditionné par la microglie favorise la différenciation de
cellules souches neurales en astrocytes grace a I'IL-6 [Nakanishi et al., 2007] et
en oligodendrocytes via I'lL-1b et I'IL-6 [Shigemoto-Mogami et al., 2014], 'IGF
[O’Kusky and Ye, 2012] , ou le NF-xB [Nicholas et al., 2001].

— Vascularisation : la suppression in vitro et in vivo de la microglie chez le rongeur

suggere que cette derniere est nécessaire au branchement des vaisseaux sanguins
dans la rétine et le rhombencéphale [Checchin et al., 2006; Fantin et al., 2010;
Kubota et al., 2009; Rymo et al., 2011]. Cependant, une étude utilisant une
préparation de rétine ez-vivo a montré le contraire (la suppression de la microglie

augmente les branchements vasculaires) [Unoki et al., 2010]. La microglie semble
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donc influencer la formation de la vasculature cérébrale, mais le débat est encore

ouvert sur les modalités exactes de son influence.

— Axones : Berbel and Innocenti avaient déja observé en 1988, par des techniques
d’imagerie électronique et en lumiere transmise, des débris axonaux phagocy-
tés par la microglie et les astrocytes pendant le développement du corps calleux
du chaton [Berbel and Innocenti, 1988]. Beaucoup plus récemmment, Squarzoni
et al. [2014] ont montré de maniére similaire que la microglie phagocyte un sous-
ensemble d’axones de neurones dopaminergiques exprimant la Tyrosine Hydroxy-
lase (THT). En outre, le nombre d’axones dopaminergiques est augmenté dans
le subpallium embryonnaire lorsque la microglie est altérée (CX3CR17/7) ou ab-
sente (PU.17/~ ou traitement par anticorps anti-CSF-1R) [Squarzoni et al., 2014].
La microglie pourrait aussi étre impliquée dans la myélinisation des axones en
apportant du fer, cofacteur nécessaire a la myélinisation [Clemente et al., 2013;
Zhang et al., 2006]. La conclusion de ces diverses études est que la microglie

contribue a la croissance et la fasciculation des axones chez le rongeur.

— Synapses : durant le développement, les neurones commencent par créer des
contacts synaptiques approximatifs. Ce réseau initial est ensuite raffiné : les
connections les moins actives sont éliminées par la microglie [Hua and Smith,
2004; Katz and Shatz, 1996]. Celle-ci exprime des récepteurs aux neurotransmet-
teurs [Pocock and Kettenmann, 2007] et des études en imagerie dynamique ont
montré qu’elle les utilise pour détecter I'activité neuronale [Schafer and Stevens,
2015; Tremblay, 2011]. L’ATP libéré par les neurones actifs régule la croissance
et les mouvements des prolongements cellulaires de la microglie dans le cortex
visuel [Davalos et al., 2005; Dissing-Olesen et al., 2014; Li et al., 2012; Nimmer-
jahn et al., 2005], et la réduction de 'activité neurale chez les souris élevées dans
le noir diminue la motilité des processus microgliaux [Tremblay et al., 2010]. De
plus, 'augmentation ou la diminution de l'activité du cortex visuel modifie la
fréquence et la durée des contacts entre la microglie et les synapses, ainsi que
la phagocytose d’éléments ressemblant & des synapses [Tremblay et al., 2010;
Wake et al., 2009]. Ainsi, la microglie controle le développement des synapses
en fonction de 'activité neuronale. Par ailleurs, elle est importante pour le bon
fonctionnement des synapses : chez les souris CX3CR17/~, la maturation des
synapses est anormale durant le développement, mais se rétablit ensuite lorsque
la densité de cellules microgliales se normalise [Hoshiko et al., 2012; Paolicelli
et al., 2011]. L’une des voies moléculaires aboutissant a ’élagage synaptique par
la microglie passe par le complément. Nous le détaillerons dans le Paragraphe

[.LA6.c.

Il y a aujourd’hui un grand nombre d’arguments en faveur d’une action de la mi-

croglie dans le développement embryonnaire. Cependant, il reste a établir a quel point
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les actions de la microglie que nous venons d’évoquer sont générales, ou spécifiques
a un type de neurones donné dans une zone du cerveau particuliere, a un stade de

développement précis.

I.A.5.b.ii Fonctions développementales de la microglie dans le cerveau
adulte

Certaines études montrent un role bénéfique de la microglie dans la neurogenese
adulte (les modalités de la neurogenese adulte sont détaillées Paragraphe 1.C). Par
exemple, une étude in vitro a montré que la microglie favorise la migration des neuro-
blastes et leur différenciation en neurones grace a des facteurs solubles [Aarum et al.,
2003]. La co-culture de neurospheres issues de cellules souches neurales de la zone sous-
ventriculaire avec de la microglie (ou un milieu conditionné par la microglie) permet
de restaurer la neurogenese (qui, sans microglie, s’arréte) [Walton et al., 2006]. In vivo,
Bachstetter et al. [2011] ont montré que la perturbation du signal entre fractalkine et
CX3CR1 diminue la prolifération des progéniteurs et la survie dans le gyrus dentelé
via I'TL-1. Selon ces données, la microglie régulerait la neurogenese hippocampique de
manieére proneurogénique via son récepteur CX3CR1. La microglie est également im-
pliquée dans la phagocytose physiologique des neuroblastes produits en exces [Sierra
et al., 2010], a travers le récepteur tyrosine kinases Mer and Azl [Fourgeaud et al.,
2016].

Cependant, comme souvent, ’action de la microglie est ambigué, et certaines études
lui trouvent un effet anti-neurogénique. Gebara et al. [2013] ont modulé la neurogeneése
hippocampique physiologiquement chez la souris : I'activité physique (course volontaire
dans une roue) augmente la neurogenese, tandis que le vieillissement la diminue. En
comptant les cellules microgliales dans ces différentes conditions, ils ont trouvé que le
nombre de cellules progénitrices et la prolifération cellulaire sont inversement corrélés
au nombre de cellules microgliales dans le gyrus dentelé . Des cultures de cellules
souches neurales hippocampiques en présence de différentes concentrations de microglie
donnent le méme résultat. Ainsi selon cette étude, la microglie semblerait inhiber la

neurogenese adulte.

L’influence de la microglie sur la neurogenese adulte en conditions inflammées est
détaillée Paragraphe 1.C.6.c.
I.A.6 Implication du complément

[.A.6.a La cascade du complément

Le systeme du complément est composé d'une série d’enzymes protéolytiques du

sérum appartenant au systéeme immunitaire inné et adaptatif. Il existe trois voies d’ac-
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tivation du complément qui différent par le facteur initiateur (Figure 1.8) [Abbas et al.,
2015].

— La voie classique commence par la fixation du complexe Clq sur des anti-
corps eux-mémes fixés sur un antigene. Elle fait dans ce cas partie de 'immunité
adaptative. Les Clr et Cls se fixent ensuite au Clq pour former le complexe

protéolytique C1 et initier la cascade du complément en clivant C2 et C4.

— La voie des lectines débute par la fixation d’une lectine (Mannose-Binding
Lectin (MBL) ou ficoline) sur les glycoprotéines a la surface de micro-organismes.
Elle fait donc partie de 'immunité innée. Dans le cas de la MBL, un complexe
de protéines de sérum appelé MBL-associated serine protease se fixe alors et
déclenche la cascade du complément en clivant C2 et C4 de maniere similaire a

la voie classique.

— La voie alterne est initiée par la fixation covalente du complément C3b a la
surface d’'un micro-organisme. Elle fait donc partie de 'immunité innée. Le C3b
est issu du clivage du C3, qui peut étre obtenu par la voie classique ou la voie
des lectines, ou bien par hydrolyse spontanée en C3(H50) suivie par la fixation
du facteur FB qui, clivé par le facteur FD, produit le complexe protéolytique
C3(H,0)Bb. Ce dernier peut a son tour cliver d’autres protéines C3 [Merle et al.,
2015].

Suite a 1'une de ces trois activations, on obtient un complexe protéolytique C3
convertase (C4b2b dans le cas des voies classique et lectine, C3bBb dans le cas de la
voie alterne) capable de cliver le C3. Celui-ci peut soit se fixer au micro-organisme ayant
initié la cascade (rétrocontrole positif de la voie alterne) pour provoquer 1'opsonisation
et ’élimination du micro-organisme par phagocytose ; soit former le complexe protéo-
lytique C5 convertase (C4b2b3b ou C3bBbC3b) capable de cliver le C5 et permettre la
fixation séquentielle sur C5b de C6, C7, C8 et C9 (Figure 1.8). Le polymeére de C9 forme
un canal appelé Membrane Attack Complez (MAC) dans la membrane du pathogene,
conduisant a son hydrolyse [Abbas et al., 2015].

[.LA.6.b Complément et neuroinflammation

Plusieurs études ont montré que le complément est impliqué dans la réponse in-
flammatoire du systeme nerveux central, et notamment dans les dommages tissulaires
liés a I'inflammation [Alexander et al., 2008; Ricklin and Lambris, 2013]. En effet le
blocage du C3 ou de Cbha atténue les dommages liés a I'inflammation et la neurodé-
générescence [Elvington et al., 2012; Fonseca et al., 2009, 2011] mais aussi la sclérose
en plaques [Ramaglia et al., 2012], I'ischémie [Mocco et al., 2006] et le traumatisme
cranien [Neher et al., 2014; Rich et al., 2016] . En pratique, 'action du complément est
ambigué dans le systeme nerveux central, entre inflammation , régénération et neuro-

protection [Alexander et al., 2008]. Par exemple, le Cha est neuroprotecteur envers le
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FIGURE 1.8 — Le C3 comme pivot de la cascade du complément

Les trois voies sont paralleles, mais ont en commun la formation d’'une enzyme C3 convertase liée
a la membrane. La formation de C3b par clivage de C3 permet a la fois amplification de la voie
alterne, et la continuation de la cascade (C5 convertase) qui aboutira in fine & la formation du
complexe d’attaque membranaire et I’hydrolse de la cellule-cible. L’opsonisation par le C3b et 'action
pro-inflamamtoire des facteurs diffusibles C3a, C4a et Cba permettent le recrutement de cellules
immunitaires.
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peptide amyloide AS pour les neuroglioblastomes humains différenciés [O’Barr et al.,
2001].

[.LA.6.c Le complément dans le développement cérébral

Lors du développement embryonnaire, un grand nombre de synapses sont formées,

et certaines sont ensuite éliminées [Katz and Shatz, 1996].

L’existence d’une période critique post-natale dans la mise en place du réseau du
tractus visuel fait de ce dernier un bon modele d’étude de la plasticité synaptique dé-
pendant de 'activité [Chen and Regehr, 2000; Hong and Chen, 2011; Jaubert-Miazza
et al., 2005]. Plusieurs études ont montré I'implication du complément Clq dans 1’éli-
mination des synapses surnuméraires dans le tractus optique en développement, no-
tamment dans le noyau géniculé latéral du thalamus. Le Clq est exprimé au niveau
des synapses en formation par les cellules ganglionnaires de rétine (qui projettent dans
le noyau géniculé latéral) [Stevens et al., 2007], et dans le cortex [Stephan et al., 2012].
Le C3 est également exprimé de maniere régulée dans 'espace et le temps dans le cor-
tex et le noyau géniculé latéral pendant le développement [Stevens et al., 2007], ce qui

suggere que le complément C3 pourrait avoir un role développemental.

L’implication du complément a été plus précisément montrée par des mesures neuro-
anatomiques et électrophysiologiques dans des souris Clq~/~ et C37/~ : Clq et C3
modulent le raffinement des synapses rétinogéniculées [Stevens et al., 2007]. L’expres-
sion de Clq dans les cellules ganglionnaires de rétine est induite par la sécretion de
TGEpS par les astrocytes alentours et ce facteur est nécessaire pour I’élimination de

synapses et la ségrégation des signaux provenant des deux yeux chez la souris [Bialas
and Stevens, 2013].

Ainsi, ’élimination des synapses réticulogéniculées surnuméraires se fait grace a un
réseau complexe formé par les neurones, les astrocytes et la microglie [Kouser et al.,
2015]. Cependant, le schéma reste pour l'instant incomplet. L’implication de la micro-
glie dans la phagocytose des synapses marquées par le Clq n’a pas été formellement
démontrée. De plus, on peut penser qu’il existe un facteur sécrété par les neurones en
activité qui inhibe la sécrétion du TGFfS par les astrocytes, et ce facteur reste a dé-
terminer. Enfin, le Clq étant une molécule sécrétée, il doit se fixer spécifiquement aux
synapses les moins actives pour agir comme signal pour la phagocytose de ces synapses.
Une hypothese attrayante est que le Clq se fixerait sur certaines glycoprotéines de la

membrane synaptique [Linnartz et al., 2012; Linnartz-Gerlach et al., 2014].

[.A.6.d Le complément dans la neurogenese adulte

Treés peu d’études se sont intéressées au role du complément dans la neurogenese

adulte. On peut citer le travail de Rahpeymai et al. [2006] montrant que lorsque le
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récepteur au C3a (C3aR) est bloqué par un antagoniste, le nombre de neuroblastes
produits par la zone sous-ventriculaire et la zone sous-granulaire est réduit de 20 a
30 %, et les néo-neurones présents dans le bulbe olfactif et le gyrus dentelé sont réduits
de 25 %. 11 en est de méme chez les souris C37/~ et C3a~/~ comparées aux controles

immunocompétents.

I.B Olfaction et bulbe olfactif

1.B.1 De ’odeur au bulbe olfactif

I.B.1.a Les molécules odorantes

Pour étre odorante et donner lieu a une représentation mentale, une molécule doit
étre volatile (ce qui implique un faible poids moléculaire), afin d’atteindre la cavité
nasale dans I’air. De plus, elle doit étre relativement soluble dans I'eau tout en étant
fortement lipophile (et donc peu polarisée) [Ohloff, 1994]. En revanche, il n’est pas
nécessaire qu’elle possede des fonctions chimiques particulieres, et les molécules odo-
rantes sont tres variées (alcools, aldéhydes, cétones...). Cependant, la présence de cer-
tains groupes fonctionnels peut conférer des propriétés particulieres : par exemple, un
groupement thiol S-H donne souvent une odeur souffrée caractéristique et désagréable

[Li and Liberles, 2015].

L’odeur d’une molécule n’est pas déterminée par sa configuration spatiale : certaines
molécules structurellement tres proches ont des odeurs ressenties tres différentes, alors
que des molécules tres différentes peuvent avoir des odeurs similaires. Par ailleurs,
certains énantiomeres ont des odeurs proches (comme le limonéne™) et le limonéne(™),
qui sentent respectivement 1'orange et le citron), alors que d’autres ont des odeurs tres
différentes (par exemple la carvone!™) a une odeur percue d’herbe ou de graine de carvi,

alors que le carvone(™) sent la menthe verte) [Laska and Teubner, 1999)].

I[.B.1.b Les récepteurs aux molécules odorantes

Les récepteurs olfactifs sont avant tout des récepteurs a des molécules chimiques.
Leur expression? n’est donc pas confinée a I’épithélium olfactif, mais a été retrouvée
dans un large champ de types cellulaires ou ces récepteurs remplissent des fonctions
variées comme le chimiotactisme dans les testicules, la détection d’épices dans l'intestin
ou encore le développement dans les muscles stiés squelettiques [Kang and Koo, 2012].

Nous nous contenterons ici d’aborder leur réle dans 'olfaction.

2. La découverte de la famille multigénique a ’origine des récepteurs olfactifs a valu & Buck et Axel
[Buck and Axel, 1991] le prix Nobel de physiologie-médecine en 2004.
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Les récepteurs olfactifs sont des protéines a 7 domaines transmembranaires cou-
plées a une protéine G, exprimés a la surface des cils des neurones récepteurs olfactifs
qui bordent le fond de la cavité nasale [Mombaerts, 1999]. Les molécules odorantes
sont transportés dans l'air jusqu’a la cavité nasale. Des protéines appelées Olfactory
Binding Protein, présentes dans le mucus qui recouvre 1’épithélium olfactif, fixent la
molécule odorante et la transportent a travers le mucus jusqu’aux récepteurs olfactifs
[Meierhenrich et al., 2004].

Il existe une certaine permissivité dans ’association entre molécule odorante et
récepteur olfactif : chaque récepteur peut fixer plusieurs molécules, et chaque molécule
odorante peut se fixer a plusieurs récepteurs. Cela permet, par un jeu combinatoire,

d’encoder un tres grand nombre d’odeurs.

Suite a la fixation de la molécule odorante sur son récepteur, une cascade moléculaire
est déclenchée, mettant en jeu ’AMP cyclique comme second messager et conduisant
a lactivation de canaux Na®/Ca®", ainsi qu’a Pouverture de canaux CI~ dépendants
du Ca®" [Silva Teixeira et al., 2016]. Un courant électrique est créé, il se propagera
le long de 'axone du neurone récepteur olfactif jusqu’au bulbe olfactif. Les neurones
récepteurs olfactifs exprimant le méme récepteur olfactif projettent tous sur les mémes
glomérules, formant ainsi une carte des odeurs au niveau du bulbe olfactif [Mori and
Sakano, 2011].

Il existe une importante neurogenese adulte dans I’épithélium olfactif, renouvelant
continuellement les neurones récepteurs olfactifs a partir de cellules souches [Brann and
Firestein, 2014].

1.B.2 Réseau neuronal du bulbe olfactif

Dans les glomérules, les axones des neurones récepteurs olfactifs forment des sy-
napses avec les cellules de projection du bulbe olfactif : cellules mitrales (dont le corps
cellulaire est dans la couche mitrale) et cellules en touffe (dont le soma est dans la
couche plexiforme externe) (Figure 1.10). La majorité des neurones du bulbe olfactif
sont des interneurones inhibiteurs : cellules granulaires et cellules périglomérulaires. Ils
seraient 50 a 100 fois plus nombreux que les cellules mitrales [Egger and Urban, 2006;

Isaacson and Strowbridge, 1998].

Les cellules granulaires sont GABAergiques, et forment des synapses réciproques
dendro-dendritiques® avec les cellules mitrales (Figure 1.16). La synapse cellule mitrale
— cellule granulaire est glutamatergique excitatrice, tandis que la synapse cellule gra-

nulaire — cellule mitrale est GABAergique inhibitrice. Le grand nombre de synapses

3. Les cellules granulaires ont la particularité de ne pas avoir d’axone. Elles sont cependant pola-
risées : les dendrites basales jouent le role de dendrites classiques, tandis que la dendrite apicale joue
le réle d’axone (Figure 1.16).
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FicURE 1.9 — Organisation schématique de I’épithélium olfactif.

Les neurones récepteurs olfactifs sont en contact avec les molécules odorantes de 'air dans la cavité
nasale. Ils sont protégés des aggressions par le mucus sécrété par les glandes de Bowman et par les
cellules de soutien. Les cellules basales sont les cellules souches neurales et progéniteurs des neurones
récepteurs olfactifs. Figure adaptée de Mackay-Sim [2010].

inhibitrices sur les cellules projectrices du bulbe olfactif pourrait étre un mécanisme
de raffinement de la représentation des odeurs [Lepousez and Lledo, 2013; Mori et al.,

1999).

Les cellules périglomérulaires sont tres hétérogenes, et il existe divers classements
en fonction de plusieurs criteres [Kosaka and Kosaka, 2005; Ying et al., 2012] dont voici

quelques exemples :

— Immunoréactivité : toutes les cellules périglomérulaires sont GABAergiques,
mais certaines expriment aussi la dopamine (montrée par l'immunoréactivité a
TH). De plus parmi les GABAergiques non dopaminergiques, on peut distin-
guer les cellules exprimant la calrétinine (CalR) et celles exprimant la calbindine
(CalB) [Kiyokage et al., 2010]

— Morphologie : les cellules périglomérulaires contactant principalement un unique
glomérule sont qualifiées d’uniglomérulaires. D’autres contactent plusieurs glo-
mérules (5 a 10, oligoglomérulaires) tandis que les derniéres contactent un grand
nombre de glomérules (polyglomérulaires) (voir Figure 1.10). Schématiquement,

les uniglomérulaires correspondent aux cellules périglomérulaires GABAergiques
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FIGURE 1.10 — Réseau schématique du bulbe olfactif.

Dans chaque glomérule (large cercle), les axones des neurones récepteurs olfactifs (R) d’un méme type
contactent les dendrites principales des cellules mitrales (M) et cellules en touffe (T), qui projettent
vers le cortex olfactif. Le réseau est modulé par des interneurones : cellules granulaires (G) et cel-
lules périglomérulaires (P). Le courant de migration rostral (CMR) contient des neuroblastes (n) en
migration tangentielle qui donneront naissance a des néo-neurones granulaires et périglomérulaires.
CGr : couche des grains; CPI : couche plexiforme interne; CM : couche mitrale; CPE : couche
plexiforme externe ; CGI : couche glomérulaire ; NO : nerf olfactif ; EO : épithélium olfactif.

seulement, alors que les oligo- et polyglomérulaires correspondent a celles ex-
primant aussi la dopamine. Kiyokage et al. [2010] émettent la proposition que
les cellules polyglomérulaires correspondraient a ce qui est traditionnellement

nommé Short axzon cells.
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— Interaction avec le nerf olfactif : certaines cellules périglomérulaires forment
des synapses dendrodendritiques avec les cellules en touffe ainsi que des synapses
directes avec le nerf olfactif (type 1) ; d’autres en revanche n’ont que des synapses
dendrodendritiques (type 2) [Kosaka et al., 1996; Toida et al., 1998, 2000]. I
semble que ces deux types soient représentés dans chacune des catégories pré-
sentées plus haut [Kiyokage et al., 2010], a 'exception des polyglomérulaires qui

seraient seulement de type 2.

I.B.3 Projections du bulbe olfactif

Chaque cellule mitrale et cellule en touffe a une unique dendrite primaire dans
un seul glomérule, c’est-a-dire qu’elle semble traiter les informations provenant d’un
seul type de récepteur olfactif (Figure 1.10). Ces deux types de cellules forment deux
voies paralleles de projection sur le cortex olfactif [Haberly and Price, 1977], apportant
chacune des informations différentes [Griff et al., 2008; Nagayama et al., 2004]. Com-
parées aux cellules mitrales, les cellules en touffe ont un seuil de réponse aux odeurs
inférieur, une plus grande gamme de réponse aux différentes concentrations d’odeurs,
une fréquence de décharge plus élevée et une plus forte résolution temporelle [Mori
and Sakano, 2011]. Ainsi, les odeurs faiblement concentrées n’activent que la voie des

cellules en toufle.

Les cellules en touffe et les cellules mitrales projettent vers les zones les plus an-
térieures du cortex olfactif (Figure 1.11) : noyau olfactif antérieur, cortex piriforme
antérieur et tubercule olfactif. Dans chacune de ces zones, les axones des deux types
cellulaires arrivent dans des zones distinctes [Mori and Sakano, 2011]. Les cellules mi-
trales projettent aussi sur les zones plus postérieures du cortex olfactif, telles que le
tenia tecta, le cortex piriforme postérieur, le noyau du tractus olfactif latéral, les noyaux
antérieur et postérieur du cortex de 'amygdale, et le cortex entorhinal latéral. [Hei-
mer, 1968; Neville and Haberly, 2004]. Les cellules mitrales et cellules en touffe du
bulbe olfactif accessoire ne projettent pas sur les méme zones que celles du bulbe olfac-
tif principal, mais sur le noyau amygdaloide médian et le noyau amygdaloide cortical
postéromédial [Neville and Haberly, 2004].

Les différentes régions du cortex olfactif regoivent des projections différentes [Miya-
michi et al., 2011] et codent des informations différentes. Nous allons 'illustrer a travers
quelques exemples. Des études anatomiques du noyau olfactif antérieur ont montré une
organisation topographiquement bien définie des projections des cellules mitrales et
cellules en touffe selon I'axe dorso-ventral de la carte glomérulaire [Schoenfeld and
Macrides, 1984; Yan et al., 2008]. Les neurones de la partie la plus rostrale du noyau
olfactif antérieur peuvent détecter la localisation d’une source d’odeur en comparant

les signaux provenant des narines ipsi- et contra-latérale [Kikuta et al., 2010]. Dans
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Projections axonales
d'une cellule mitrale | Différentes zones

et d'une cellule en touffe | du cortex olfactif
vers le cortex olfactif

LEC LEC

FIGURE L.11 — Projections sur les différentes parties du cortex olfactif.

A gauche, représentation schématique des projections axonales d’une cellule mitrale (M) et d’une
cellule en touffe (T) sur les différentes régions du cortex olfactif, colorées en bleu. A droite, détail des
différentes régions du cortex olfactif. On peut y voir le tenia tecta (TT); le noyau olfactif antérieur
(AON) ; le cortex piriforme antérieur (APC) et postérieur (PPC); le tractus olfactif (OT) et le noyau
du tractus olfactif latéral (nLOT) ; les noyaux antérieur (ACo), postérieur médial (PMCo) et postérieur
latéral (PLCo) du cortex de 'amygdale; le noyau de 'amygdale médiale (Me); le cortex entorhinal
latéral (LET) ; le tubercule olfactif (OT). Adapté de [Mori and Sakano, 2011].

le cortex piriforme au contraire, les projections axonales des cellules mitrales semblent
étre peu denses et se recouper fortement [Illig and Haberly, 2003; Neville and Haberly,
2004; Stettler and Axel, 2009]. Cette convergence des signaux provenant de plusieurs
glomérules sur un méme neurone cortical pourrait étre importante pour le traitement

des odeurs dans le cortex piriforme [Haberly, 2001].

Les cellules pyramidales de projecion du cortex piriforme projettent (entre autres)
directement sur le cortex orbitofrontal. L’olfaction se distingue en cela des autres sens :
I'information sensorielle atteint le cortex préfrontal en seulement trois synapses (une
dans les glomérules, une dans le cortex piriforme et une dans le cortex orbitofrontal).
Cependant, il existe aussi une voie parallele de projection entre cortex piriforme et cor-

tex orbitofrontal plus classique, passant par le thalamus (noyau médiodorsal) [Wilson
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et al., 2014].

I.B.4 Projections vers le bulbe olfactif

Le bulbe olfactif recoit deux types d’afférences centrifuges : des projections neu-

romodulatrices, et des projections de diverses zones du cortex olfactif (dont le noyau

olfactif antérieur, le cortex piriforme, le tenia tecta, le noyau du tractus olfactif laté-

ral et les noyaux du cortex de 'amygdale). La plupart des résultats que nous allons

détailler dans cette partie ont été obtenus chez le rat.

I.B.4.a Fibres centrifuges neuromodulatrices

28

— Noradrénaline : Le bulbe olfactif recoit des projetions noradrénergiques du lo-

cus ceruleus [McLean et al., 1989; Shipley et al., 1985] selon un gradient du
centre vers 'extérieur du bulbe olfactif (innervation la plus forte dans la couche
des grains et la plus faible dans la couche glomérulaire. L’influx noradrénergique
désinhibe les cellules mitrales et les cellules en touffe directement [Hayar et al.,
2001] ou via I'inhibition des cellules granulaires [Jahr and Nicoll, 1982]. Par consé-
quent, les cellules mitrales répondent a de faibles stimulations du nerf olfactif,
proches du seuil de perception, sans affecter la réponse aux fortes stimulations
[Jiang et al., 1996]. Cependant, de maniére surprenante, la noradrénaline diminue
I’entrée sensorielle en agissant de maniere pré-synaptique sur les neurones récep-
teurs olfactifs au niveau des glomérules [Eckmeier and Shea, 2014]. Ces effets de
la noradrénaline pourraient étre en lien avec la modulation de la perception en

fonction de 'attention.

Sérotonine : Les noyaux du Raphé médian et dorsal projettent abondamment
sur tout le bulbe olfactif [McLean and Shipley, 1987]. Le noyau du Raphé médian
innerve principalement la couche glomérulaire [Won et al., 1998], tandis que le
noyau du raphé dorsal innerve plutot la couche des grains [Steinfeld et al., 2015].
Au niveau comportemental, la suppression des fibres sérotoninergiques du bulbe
olfactif grace a une toxine spécifique chez le rat adulte provoque la perte de la
capacité de discrimination olfactive dans une tache apprise avant la suppression,
ainsi que 'atrophie du nerf olfactif et de la couche glomérulaire [Moriizumi et al.,
1994]. Ainsi, la sérotonine pourrait agir comme facteur trophique pour les fibres
du nerf olfactif [Matsutani and Yamamoto, 2008].

Acétylcholine : des fibres cholinergiques provenant principalement du prosencé-
phale basal innervent tout le bulbe olfactif, et plus abondamment la couche glomé-
rulaire chez le rat [Ichikawa and Hirata, 1986; Ojima et al., 1988]. Les fibres cho-
linergiques forment des synapses avec les cellules périglomérulaires et les cellules

granulaires [Kasa et al., 1995], mais les modalités de I'action de I’acétylcholine
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sur des cellules granulaires (via le récepteur muscarinique ou nicotinique) sont
débattues [Castillo et al., 1999; Pressler et al., 2007]. Les cellules périgloméru-
laires et les cellules mitrales sont activées via le récepteur muscarinique [Castillo
et al., 1999; Rothermel et al., 2014]. Le blocage de la transmission par le ré-
cepteur muscarinique chez le rat détériore la rétention de la mémoire olfactive a
court terme [Ravel et al., 1994], tandis que le blocage de la transmission nicoti-
nique abolit la discrimination spontanée entre deux odeurs chimiquement proches
[Mandairon et al., 2006]. L’innervation cholinergique semble avoir une action sur
la neurogenese adulte car les néo-neurones granulaires sont directement apposés
aux fibres cholinergiques [Whitman and Greer, 2007], et Iactivation du récepteur

nicotinique de ces neurones augmente la mort cellulaire [Mechawar et al., 2004].

— v-aminobutyric acid (GABA) : Des fibres GABAergiques du prosencéphale
basal innervent tout le bulbe olfactif [Shepherd and Greer, 1998], et particu-
lierement la couche plexiforme interne et la couche des grains [Gracia-Llanes
et al., 2010]. Les neurones cibles de cette innervation sont exclusivement GABAer-
giques : cellules périglomérulaires de type 1 (voir 1.B.2), et cellules granulaires,
ce qui synchronise I'inhibition bulbaire et donc la réponse des cellules mitrales et
des cellules en touffe [Gracia-Llanes et al., 2010]. L’interruption de cette voie pro-
voque un défaut de discrimination olfactive de molécules proches [Nunez-Parra
et al., 2013].

Une des caractéristiques communes de toutes ces fibres neuromodulatrices centri-
fuges est la présence de varicosités — lieu de synapses potentielles — tout au long de
leurs axones, ce qui suggere une action diffuse de neuromodulateurs dans tout le bulbe
olfactif. Au contraire, les projections centrifuges corticales que nous allons maintenant
détailler semblent avoir des cibles beaucoup plus précises, ce qui pourrait dénoter un
controle cortical du comportement en fonction d’odeurs précises [Matsutani and Ya-
mamoto, 2008].

I[.B.4.b Fibres centrifuges corticales

Des projections d’origines tres variées dans le cortex olfactif innervent le bulbe
olfactif : elles proviennent entre autres du noyau olfactif antérieur, du cortex piriforme,
du tenia tecta, du noyau du tractus olfactif latéral et des noyaux du cortex de 'amygdale
[Davis et al., 1978; De Carlos et al., 1989; de Olmos et al., 1978; Price and Powell, 1970b;
Reyher et al., 1988].

Le type de neurotransmetteur impliqué dans ces projections corticales n’est pas
toujours connu. Dans le cas des synapses sur les dendrites proximales des cellules gra-
nulaires, que I’on pense étre les principales cibles, les signaux centrifuges sont glutama-

tergiques excitateurs [Lepousez et al., 2014; Sassoé-Pognetto et al., 2003]. De plus, ces
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synapses sont exclusivement assymétriques (contrairement aux synapses entre cellules

granulaires et cellules mitrales) [Price and Powell, 1970a; Reyher et al., 1988].

La majorité des projections corticales innervent principalement la couche des grains,
et certaines innervent la couche plexiforme externe ou la couche glomérulaire [Davis
and Macrides, 1981; Luskin and Price, 1983]. Au sein de la couche des grains, les
projections du cortex piriforme, tenia tecta, noyau du tractus olfactif latéral et noyau
du cortex de 'amygdale se retrouvent principalement dans les parties profondes de la
couche. Comme les cellules granulaires profondes sont principalement connectées aux
cellules mitrales, il semblerait que cette innervation centrifuge influence principalement

le réseau des cellules mitrales [Matsutani and Yamamoto, 2008].

Les fonctions des projections centrifuges corticales sont encore mal connues. Les pro-
jections centrifuges du cortex orbitofrontal via le cortex piriforme sont probablement
importantes dans 'appréciation de la valence des odeurs [Schoenbaum and Eichen-
baum, 1995a,b]. Ainsi, la réponse des cellules mitrales varie en fonction de la valence
attendue de l'odeur [Kay and Laurent, 1999] et la réponse aux odeurs de nourriture

varie en fonction de la satiété [Pager, 1978; Pager et al., 1972].

I.C Neurogenese adulte

I.C.1 Petit historique

Les neuroanatomistes, dont Santiago Ramoén y Cajal, ont longtemps pensé que le
systeme nerveux était fixe et incapable de régénérescence. Joseph Altman a été le
premier a évoquer la possibilité de la création de neurones dans le systeme nerveux
central des mammiferes adultes, lorsqu’il a constaté que, suite a une ischémie, des
cellules neuronales étaient marquées de thymidine tritiée [Altman, 1962]. Il montra
ensuite la présence de neurogenese adulte dans le gyrus dentelé chez le rat et le chat
[Altman, 1963; Altman and Das, 1965], puis dans le bulbe olfactif [Altman, 1969]. C’est

dans cette publication qu’il introduit et nomme le courant de migration rostral.

Ces travaux ont été tres largement ignorés par la communauté scientifique, jusqu’a
ce que d’autres équipes montrent au début des années 1980 la présence de neuroge-
nese adulte chez le rat [Bayer, 1982; Bayer et al., 1982] et le canari [Goldman and
Nottebohm, 1983]. Depuis, la présence de neurogenese adulte a été prouvée dans de

nombreuses especes [Amrein, 2015].

I.C.2 Rappels sur la neurogenese embryonnaire

Nous évoquerons dans cette partie quelques notions sur le développement embryon-

naire du cerveau utiles pour comprendre la neurogenese adulte.
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Lors des premiers stades de ’embryogenese, un axe antéro-postérieur et un axe
dorso-ventral sont mis en place. La gastrulation forme ensuite trois feuillets dans 1’em-
bryon : de l'extérieur vers l'intérieur il s’agit de I'’ectoderme, du mésoderme et de
I’endoderme. Le long de 'axe dorsal au dessus de la corde, 'ectoderme se spécialise
en neuroectoderme. C’est le repliement de ce neuroectoderme, lors de la neurulation,
qui va donner le tube neural a l'origine du systéme nerveux central. Le centre creux
du tube donnera les ventricules dans la partie antérieure et le canal épendymaire de la

moelle épiniere dans la partie postérieure [Stiles and Jernigan, 2010].

La partie antérieure du tube neural, qui donnera naissance au cerveau, se subdivise

en cinqg parties antéro-postérieurement :

— le télencéphale dans la partie antérieure donnera le cortex et les ventricules;

— le diencéphale formera les vésicules optiques et les ganglions de la base et le 3°

ventricule ;
— le mésencéphale donnera le tegmentum et le tectum ;
— le métencéphale est a l'origine du cervelet ;

— le myélencéphale dans la partie la plus postérieure donnera le tronc cérébral

et le 4° ventricule.

La neurogeneése commence une fois la neurulation achevée, lorsque le tube neural
est entierement formé. Les cellules souches neurales sont situées au bord de la lumiere
du tube, c’est-a-dire des ventricules et du canal épendymaire, et sont appelées glies
radiaires [Barry et al., 2014]. Elles se divisent a un rythme peu soutenu, et donnent
naissance a des progéniteurs intérmédiaires qui, eux, se divisent énormément. Les pro-
géniteurs neuronaux intermédiaires peuvent donner naissance a des neuroblastes, mais
aussi a des astrocytes et des oligodendrocytes. Les glies radiaires servent également
de substrat a la migration des neuroblastes corticaux [Florio and Huttner, 2014]. La
formation des couches neuronales du cortex se fait de l'intérieur vers 'extérieur : la
premiere couche formée est la plus proche du ventricule, et les neurones en migration

dépassent les neurones déja en place [Angevine and Sidman, 1961].

Cette migration radiale le long des glies radiaires concerne les neurones glutama-
tergiques. Les interneurones inhibiteurs du cortex, quant a eux, naissent dans les émi-
nences ganglionnaires (dans la zone ventrale du télencéphale) et migrent tangentiel-
lement sur de longues distances jusqu’a atteindre leur position finale dans le cortex
[Kelsom and Lu, 2013; Sultan et al., 2013].

La neurogenese adulte, comme nous allons le détailler dans la suite, garde certaines
caractéristiques de la neurogenese embryonnaire. La neurogenése hippocampique pro-

duit majoritairement des neurones excitateurs et ressemble donc par de nombreux
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aspects a la neurogenese corticale (cellules souches ressemblant a des glies radiaires,
migration radiale le long de la glie). La neurogenese subventriculaire, en revanche, rap-
pelle plutot la formation des interneurones corticaux (cellules souches non radiaires,

longue migration tangentielle).

I.C.3 Les niches neurogéniques dans le cerveau adulte des ron-

geurs

La neurogenese adulte a lieu dans trois zones bien précises du cerveau adulte, que
I'on appelle niches neurogéniques : la zone sous-ventriculaire , le gyrus dentelé et de

maniere moins connue I’hypothalamus [Yuan and Arias-Carrion, 2011].

Ces niches, composées de différents types cellulaires (neurones, astrocytes, cellules
endothéliales. . . ), créent I'environnement approprié pour maintenir les cellules souches

neurales dans un état quiescent et non-différencié [Morrison and Spradling, 2008].

Il existe actuellement de plus en plus d’éléments sur l'existence de neurogenese
adulte en dehors de ces zones [Feliciano et al., 2015], mais nous nous contenterons ici

d’évoquer les données concernant les niches neurogéniques bien établies.

Pour ce qui concerne la neurogenese adulte dans I’espece humaine, voir [.C.7.

I.C.3.a Hypothalamus

Des niches de progéniteurs neuronaux ont été trouvées assez récemment dans I’hypo-
thalamus [Maggi et al., 2015]. La premiere mention de cellules prolifératives (incorpo-
rant du BrDU dans 'hypothalamus de rats adultes) date de moins de 15 ans [Evans
et al., 2002]. La niche neurogénique de ces néo-neurones est située dans la paroi du
3¢ ventricule [Xu et al., 2005]. De 14, les néo-neurones migrent dans le parenchyme
de I'hypothalamus ventral, mais peuvent étre recrutés dans d’autres régions de I’hy-
pothalamus suite & une lésion [Cheng, 2013]. Les cellules souches neurales a I'origine
de cette neurogenese ne sont pas de type astrocytaire, mais des épendymocytes parti-
culiers (appelés tanycytes), dont les prolongements vont jusqu’a I’hypothalamus [Lee
et al., 2012].

I.C.3.b Gyrus dentelé de I’hippocampe

Le gyrus dentelé de I’hippocampe est la structure la plus étudiée a ce jour en ce qui
concerne la neurogenese adulte. Ses cellules souches neurales sont situées a la base de
la zone granulaire du gyrus dentelé, c’est pourquoi on appelle cette niche zone sous-
granulaire. Des cellules ressemblant a des glies radiaires (cellules de type 1) donnent
naissance a des cellules souches neurales de type 2 non radiaires, qui génerent elles-

méme des progéniteurs neuronaux (type 3). Ces trois types cellulaires sont capables de
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FIGURE 1.12 — Neurogenese dans le gyrus dentelé de I’hippocampe.

(a), localisation du gyrus dentelé (GD) dans ’hippocampe (HP) sur une coupe coronale de cerveau de
souris adulte. (b), organisation schématique de la niche : les cellules souches As dans la zone sous-gra-
nulaire (ZSG) donnent naissance a des progéniteurs neuronaux D qui maturent et migrent le long du
prolongement des astrocytes AS, pour donner des cellules en grain du gyrus dentelé matures G. Les
cellules souches sont en contact avec la lame basale (LB) qui entoure des vaisseaux sanguins (VS). (c),
représentation schématique du lignage cellulaire : les cellules As peuvent s’auto-renouveler et donner
naissance aux cellules D, qui donnent elles-mémes les cellules G. Figure adaptée de Alvarez-Buylla
and Lim [2004].

se diviser asymétriquement (un nombre fini de fois dans le cas des progéniteurs), ce
qui leur permet de générer une cellule du méme type, et une du type suivant (Figure
1.12) [Varela-Nallar and Inestrosa, 2013]. Les progéniteurs neuronaux donnent ainsi
naissance a des neuroblastes (environ 9000 par jour chez le rat, selon Cameron and
McKay [2001]), qui sont déja engagés dans la voie de différenciation en neurones et
sont post-mitotiques. Parallelement a leur différenciation, les néo-neurones migrent
plus profondément dans la couche granulaire, pour donner enfin des cellules en grain
du gyrus dentelé. Cependant la moitié des neuroblastes sont éliminés avant d’atteindre

'age d’un mois [Varela-Nallar and Inestrosa, 2013].

Pour approfondir, on pourra consulter les revues Alvarez-Buylla and Lim [2004],
Ming and Song [2005] et Varela-Nallar and Inestrosa [2013].

I.C.3.c Zone sous-ventriculaire

La zone sous-ventriculaire borde les deux ventricules latéraux. Elle contient des
cellules souches neurales appelées cellules de type B1l. Ce sont des astrocytes prove-
nant des glies radiaires et pouvant étre soit quiescentes, soit activées [Codega et al.,
2014]. Une fois activées, ces cellules donnent naissance a des progéniteurs neuronaux

se divisant rapidement (cellules de type C), qui produisent a leur tour des neuroblastes
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(cellules de type A, Figure 1.13) [Doetsch et al., 1997]. Ces derniers vont ensuite migrer

jusqu’au bulbe olfactif en passant par le courant de migration rostral (voir 1.C.4).

VS

(o

F1GURE 1.13 — Neurogenese dans la zone sous-ventriculaire.

(a), localisation de la zone sous-ventriculaire le long du ventricule latéral (LV), sur une coupe coronale
de cerveau de souris adulte. (b), organisation schématique de la niche : les cellules souche B1 c6té
ventricule latéral (LV), les astrocytes de soutien B2 coté striatum et les progéniteurs neuronaux
C entourent les neuroblastes A. La lame basale (BL) des vaisseaux sanguins (VS) est fortement
enchevétrée avec toutes les cellules de la niche. (c), représentation schématique du lignage cellulaire :
les cellules B1 peuvent s’auto-renouveler et donner naissance aux cellules C, qui donnent elles-mémes
les cellules A. Figure adaptée de Alvarez-Buylla and Lim [2004].

Dans la zone sous-ventriculaire comme dans le gyrus dentelé, les cellules souches
neurales présentent des caractéristiques structurelles et moléculaires d’astrocytes, no-
tamment 'expression de la Glial Fibrillary Acidic Protein ou GFAP [Doetsch et al.,
1999; Imura et al., 2003; Laywell et al., 2000; Seri et al., 2001]). Il existe deux types
d’astrocytes dans la zone sous-ventriculaire : les cellules souches neurales B1 situées
entre le ventricule et les neuroblastes C; et les cellules de type B2, qui n’ont pas d’ac-

tivité neurogénique et sont situées entre les neuroblastes C et le striatum (Figure 1.13).

L’activité neurogénique des progéniteurs semble déterminée par des signaux propres
a la niche neurogénique : des cellules de zone sous-ventriculaire transplantées dans
la zone sous-ventriculaire d’une autre souris donnent naissance a des néo-neurones
dans le bulbe olfactif de la souris receveuse; lorsque les cellules sont transplantées
dans une zone non-neurogénique, leur production de neurones est tres limitée [Gage,
2000; Lim et al., 2000]. Les astrocytes B2 semblent avoir un réle primordial dans
les propriétés de la niche : des cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire
(cellules de type B1 et C) cultivées sans sérum et en contact direct avec une monocouche
d’astrocytes proliferent et forment des neuroblastes [Lim and Alvarez-Buylla, 1999]. De
maniere similaire, des facteurs solubles et membranaires dérivés d’astrocytes favorisent
la prolifération et la différenciation en neurones des cellules souches hippocampiques
[Song et al., 2002]. Ainsi, les astrocytes B2 ne sont pas neurogéniques, mais participent

au micro-environnement qui stimule la neurogeneése.
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Comme souvent pendant le développement, la maintenance et la différenciation des
cellules souches de la zone sous-ventriculaire est conditionnée par la présence d’une
lame basale. La lame basale de la zone sous-ventriculaire est riche en laminine et en
collagéne-1, et est associée a un tissu connectif périvasculaire comprenant des fibro-
blastes et des macrophages [Mercier et al., 2002]. Selon Mercier et al., la lame basale
pourrait concentrer ou moduler les cytokines et les facteurs de croissance sécrétés par
les cellules alentour. Des vaisseaux sanguins entourés de lame basale sont fortement
interdigités avec toutes les cellules de la zone sous-ventriculaire, particulierement les
cellules de type B1. Les cellules souches neurales sont situées a proximité de la vascu-
lature, et expriment le récepteur a la laminine, 'intégrine-a6. Lorsque 1’on bloque ce
récepteur a l'aide d’un anticorps, les cellules souches neurales s’éloignent de la lame
basale et leur prolifération est augmentée d’un tiers [Shen et al., 2008]. Ainsi, la lame
basale est une composante essentielle de la zone sous-ventriculaire, a la fois comme
ancrage et comme régulateur de prolifération. Certaines des cellules de type B1 sont
en contact avec le ventricule, soit en s’intercalant entre les épendymocytes, soit grace
a un prolongement appelé cil primaire [Shen et al., 2008]. Ce cil primaire est néces-
saire & la prolifération des cellules B1 [Doetsch et al., 1997]. Ainsi, les cellules B1 sont
directement en contact avec le liquide cérébro-spinal riche en hormones et facteurs de
croissance dont, par exemple, 'insuline et les Insulin-Like Growth Factor (IGF) [Zie-
gler et al., 2015] et Hedgehog [Tong et al., 2014], qui participent a ’homéostasie des

cellules souches neurales [Lim and Alvarez-Buylla, 2014].

La zone sous-ventriculaire contient des sous-régions qui donnent naissance a des
types neuronaux différents. Ainsi, les cellules souches neurales de la zone sous-ven-
triculaire dorsale génerent principalement des cellules granulaires superficielles et des
cellules périglomérulaires dopaminergiques alors que la zone ventrale genere des cellules
granulaires profondes et des cellules périglomérulaires CalB* [Merkle et al., 2007]. Ré-
cemment, quatre nouveaux sous-types de cellules granulaires ont été décrits, associés a
des zones spécifiques de la zone sous-ventriculaire antérieure et antéro-ventrale [Merkle
et al., 2014]. Ces spécifications régionales de la zone sous-ventriculaire sont mises en
place des le stade embryonnaire E11.5, et sont maintenues jusqu’a I’dge adulte [Fuen-
tealba et al., 2015].

Dans cette these, nous avons principalement étudié les cellules granulaires situées
dans la couche des grains profonde, car elles sont plus homogenes morphologiquement

que les cellules granulaires de la couche des grains superficielle (Figure 1.14).

Nous n’entrerons pas ici dans le détail des facteurs qui déterminent la mosaique
des destinées des cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire ; pour plus de

précisions, consultez Gengatharan et al. [2016]
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F1GURE 1.14 — Sous-régions de la zone sous-ventriculaire.

La zone sous-ventriculaire n’est pas homogene, et produit des interneurones de types différents selon
les zones. CalR+ GC : cellule granulaire a CalR ; CalB+ GC : cellule granulaire a CalB ; PGC : cellule
périglomérulaire ; Deep / Superficial GC : cellule granulaire profonde / superficielle; GRL : couche
des grains; IPL : couche plexiforme interne; ML : couche mitrale ; EPL : couche plexiforme externe;
GL : couche glomérulaire. Figure tirée de Lim and Alvarez-Buylla [2014].

I.C.4 Migration des néo-neurones bulbaires

I.C.4.a Migration tangentielle

Plus de 30 000 neuroblastes arrivent dans le bulbe olfactif via le courant de migra-
tion rostral chaque jour chez la souris [Alvarez-Buylla et al., 2001]. Lois and Alvarez-
Buylla ont été les premiers a étudier la migration des néo-neurones nés dans la zone
sous-ventriculaire [Lois and Alvarez-Buylla, 1994]. Ils ont décrit en particulier la mi-
gration tangentielle des néo-neurones. De maniere similaire a la migration durant la
neurogenese embryonnaire, les neuroblastes ont une morphologie bipolaire et migrent
a une vitesse moyenne de 30 pum.h~!, ce qui leur permet de parcourir les 5 mm qui les
séparent du bulbe olfactif en 5 & 7 jours (Figure 1.15) [Lois and Alvarez-Buylla, 1994;
Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002]. Dans le courant de migration rostral, les neurones

migrent en chaine continue, au sein d’une structure tubulaire formée par des astrocytes
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spécialisés [Jankovski and Sotelo, 1996]. Cette gaine d’astrocytes joue un role essentiel
dans la migration [Kaneko et al., 2010; Snapyan et al., 2009]. Des neuroblastes cultivés
sur une monocouche d’astrocytes provenant du bulbe olfactif ou du courant de migra-
tion rostral migrent, alors qu’ils restent immobiles en présence d’astrocytes corticaux
[Garcia-Marqués et al., 2010]. Par ailleurs, la rupture de la gaine d’astrocytes dans
différentes lignées transgéniques de souris altére la migration des neuroblastes [Anton
et al., 2004; Belvindrah et al., 2007; Chazal et al., 2000]. Les astrocytes GFAPT du
courant de migration rostral sont issus des glies radiaires embryonnaires [Alves et al.,
2002]. Certains gardent des propriétés de cellule souche neurale et peuvent générer des
interneurones bulbaires [Alonso et al., 2008; Gritti et al., 2002; Merkle et al., 2007].

La migration cellulaire se fait en 3 grandes étapes (Figure [.15B) :
1. avancée du cone de croissance situé a ’avant du neuroblaste ;
2. positionnement du centrosome dans le processus avant ;

3. translocation du noyau vers la position du centrosome.

La migration des neuroblastes est régulée par un ensemble complexe de facteurs

intrinseques et extrinseques [Capilla-Gonzalez et al., 2015]. En voici quelques exemples
(Figure 1.15) :

— Dcx (doublecortine) : la mutation de Dex provoque un défaut de migration
des cellules issues de la zone sous-ventriculaire in vitro [Ocbina et al., 2006] aussi
bien qu’in wvivo [Belvindrah et al., 2011; Kappeler et al., 2006; Koizumi et al.,

2006] : le cone de croissance et la translocation nucléaire sont altérés.

— NKCCI1 : en jouant sur la concentration intracellulaire en ions et donc sur 'os-
mose, ce transporteur transmembranaire influe sur la forme de la cellule. Il est
nécessaire au maintien de la vitesse de migration des neuroblastes dans le courant

de migration rostral [Mejia-Gervacio et al., 2011].

— PSA-NCAM : cette molécule anti-adhésive exprimée a la surface des neuro-
blastes crée un environnement favorable a leur déplacement : elle éloigne les neu-
rones en migration du tube glial qui les entoure, ce qui permet ’action d’autres
récepteurs intercellulaires nécessaires au mouvement [Bonfanti and Theodosis,
1994; Hu et al., 1996; Yang et al., 1992].

— Sonic Hedgehog : cette protéine sécrétée est chimioattractante pour les neu-
roblastes en migration dans la zone sous-ventriculaire [Hor and Tang, 2010]. Le
blocage de Sonic Hedgehog arréte la migration vers le bulbe olfactif alors que sa
présence exogene déroute les neuroblastes vers la région d’expression de Sonic
Hedgehog [Angot et al., 2008].

— Slit-Robo : Slit 1 et 2 sont exprimées dans le septum, et leur interaction avec la

protéine Robo — exprimée par les neuroblastes —, provoque leur répulsion vers le

37



I. INTRODUCTION

bulbe olfactif : dans les souris déficientes en Slit1, certains neuroblastes migrent
caudalement [Nguyen-Ba-Charvet et al., 2004].

NKCCI, entrée d'eau et turgescence

Centrosome

Microtubule
Dex

PSA-NCAM

Sonic Hedgehog
Slit

Robo

Avancée du cone de croissance

Avancée du centrosome

@O - - {3

Translocation du noyau

o

é_.—-—

@ - 'II- @

Ficure 1.15 — Migration des neuroblastes dans le courant de migration rostral.

(A), vue d’ensemble du courant de migration rostral sur une coupe sagitale de cerveau de souris; le
facteur attractif Sonic Hedgehog et le facteur répulsif Slit sont représentés. (B), détail du mécanisme
d’avancée des neurones (1 a 3), et des molécules régulatrices de la migration ; NKCC1 et Dcx associée
aux microtubules sont importants pour I’avancée du coéne de croissance (1), puis du centrosome (2)
et du noyau (3); PSA-NCAM régule 'adhérence avec la gaine d’astrocytes, tandis que la fixation de
Slit et Robo dirige la migration vers le bulbe olfactif. Adapté de Capilla-Gonzalez et al. [2015]

I.C.4.b Migration radiale

Une fois arrivés dans le bulbe olfactif (5 a 7 jours), les néo-neurones changent
de direction et se mettent a migrer radialement a travers les différentes couches du
bulbe olfactif [Belvindrah et al., 2011; Hack et al., 2002; Saghatelyan et al., 2004;
Saha et al., 2012]. La majorité s’arréte dans la couche des grains pour former des
cellules granulaires, les autres continuent jusqu’a la couche glomérulaire pour donner
des cellules périglomérulaires (jours 5 a 7 apres leur génération dans la zone sous-ven-

triculaire selon Petreanu and Alvarez-Buylla [2002]) (Figure 1.10).

La reeline est importante pour le détachement de la chaine de migration tangentielle
et 'initiation de la migration radiale : dans le mutant reeler, les neuroblastes s’amassent
au lieu de se disperser dans tout le bulbe olfactif [Hack et al., 2002]. Réciproquement,

la Plexine-B2 semble impliquée dans le maintien des neuroblastes dans le courant de
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migration rostral : son expression est faible dans le bulbe olfactif et des neuroblastes
déficients en Plexin-B2 quittent plus rapidement le courant de migration rostral et

migrent plus loin radialement [Saha et al., 2012].

Cette derniere phase de migration peut étre modulée. Par exemple, suite a une
lésion des neurones dopaminergiques, les néo-neurones migrent préférentiellement vers

la zone lésée du bulbe olfactif [Lazarini et al., 2014].

I.C.5 Différentiation et intégration des néo-neurones bulbaires

I[.C.5.a Acquisition de la morphologie

Les cellules granulaires arrivées a leur place dans la couche des grains voient leur
dendrite apicale s’allonger jusqu’a la couche mitrale sans branchement (jours 9 a 13),
puis acquérir des branchements sans épines dans la couche plexiforme externe (jours
11-22) et enfin développer leurs épines de neurones matures (jours 15-30, Petreanu and
Alvarez-Buylla [2002]). Pendant cette derniére phase d’acquisition des épines, la moitié
des néo-neurones est éliminée. L’arborisation dendritique des cellules granulaires ainsi
que leur densité d’épines atteignent leur maximum 30 jours apres le marquage des

neuroblastes dans le courant de migration rostral, puis décroit [Pallotto et al., 2012].

Les cellules périglomérulaires, quant a elles, n’acquierent leur morphologie « ma-
ture » qu'apres 1 & 3 mois [Livneh and Mizrahi, 2011]. On distingue deux types de
cellules périglomérulaires (voir aussi page 24) : les neurones «épineux» (possédant de
nombreuses épines dendritiques) et les «non-épineux» (trés peu d’épines). Ces derniers
ont une arborisation tres labile pendant leur développement, tandis que chez les épi-
neux l'arbre dentitique est beaucoup plus stable, mais les épines sont labiles [Mizrahi,

2007].

I.C.5.b Intégration dans le réseau bulbaire

Les cellules granulaires maturent et créent des connections avec le réseau bulbaire,
d’abord en recevant des entrées axo-dendritiques sur la partie proximale du dendrite
apical (Figure 1.16) puis griace a des synapses dendrodendritiques avec les cellules de
projection du bulbe (cellules mitrales et cellules en touffe) [Panzanelli et al., 2009;
Whitman and Greer, 2007]. Cette séquence est différente de celle observée durant le
développement des neurones néonataux, ou les synapses réciproques apparaissent en
méme temps que celles d’entrée simple [Kelsch et al., 2008]. Cette particularité du déve-
loppement des néo-neurones est probablement due au fait qu’ils doivent s’intégrer dans
un réseau déja fonctionnel. On peut en effet supposer que des messages erratiques en
sortie des néo-neurones immatures pourraient avoir des conséquences catastrophiques

sur tout le réseau.
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F1GURE 1.16 — Schéma d’une cellule granulaire et ses connexions.

On distingue les dendrites basales et la dendrite apicale, ramifiée dans sa partie apicale. La cellule
granulaire recoit principalement des afférences corticales dans la partie proximale de la dendrite api-
cale, et forme des synapses réciproques avec les cellules mitrales et les cellules en touffe dans sa partie
distale. Les projections neuromodulatrices (sérotonine, acétylcholine, noradrénaline, GABA. . . voir Pa-
ragraphe 1.B.4.a) sont réparties sur tout l’arbre dendritique.

Il existe un biais dans l'intégration des cellules granulaires : celles issues de la neu-
rogenese adulte sont préférentiellement localisées dans la couche des grains profonde,

tandis que celles issues de la neurogeneése embryonnaire sont plutét dans la couche des
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grains superficielle [Imayoshi et al., 2008; Lemasson et al., 2005; Sakamoto et al., 2014].
Or, il a été montré que les cellules granulaires superficielles établissent des synapses avec
les cellules en touffe dans la partie extérieure de la couche plexiforme externe, tandis
que les cellules granulaires profondes contactent préférentiellement les cellules mitrales
[Imamura et al., 2006; Mori et al., 1983; Orona et al., 1983]. Une hypothese possible
est que ces deux populations de cellules granulaires ont des roles différents. L’activité
des cellules en touffe serait sous le contrdle préférentiel des cellules granulaires em-
bryonnaires stables, tandis que les cellules granulaires issues de la neurogenese adulte
inhiberaient a la fois les cellules mitrales et les cellules en touffe [Sakamoto et al., 2014].
Cependant, méme si cette hypothese est séduisante, le tableau est probablement beau-
coup plus complexe : malgré le biais d’intégration des néo-neurones, sur le long terme
chez la souris la majorité des cellules granulaires sont remplacées un jour [Imayoshi

et al., 2008].

1.C.6 Effets de ’environnement sur les néo-neurones

Comme nous l'avons déja vu (I.C.3.c et Figure 1.14), la position des néo-neurones
et leur différenciation dépend de la région de la zone sous-ventriculaire ou ils ont été
générés [Merkle et al., 2007, 2014]. On peut considérer que cette prédétermination du
destin des néo-neurones est intrinseque. Plusieurs autres facteurs intrinseques géné-
tiques ont été mis en évidence [Kohwi et al., 2005; Saino-Saito et al., 2007; Waclaw
et al., 2006].

Cependant, de nombreux facteurs extrinseques peuvent également influer sur la dif-

férenciation des neuroblastes. C’est ce que nous allons détailler dans la partie suivante.

I.C.6.a Influence de I’entrée sensorielle

L’activité sensorielle olfactive est primordiale pour les néo-neurones a plusieurs

niveaux.

— Prolifération des cellules souches neurales : un environnement enrichi en
odeurs augmente la prolifération des cellules souches neurales dans la zone sous-
ventriculaire et le courant de migration rostral, tandis qu’une lésion chimique des
neurones récepteurs olfactifs n’augmente la prolifération que dans le courant de

migration rostral [Alonso et al., 2008].

— Migration des neuroblastes : la tenascin-R, glycoprotéine de la matrice ex-
tracellulaire, est impliquée dans la migration radiale des neuroblastes. Or, la
tenascin-R est produite par les cellules granulaires déja présentes dans le bulbe
olfactif, et cette production dépend des entrées sensorielles. Ainsi, sans stimula-
tion olfactive, la migration radiale est diminuée [David et al., 2013; Saghatelyan
et al., 2004].
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— Survie des néo-neurones : la privation sensorielle diminue leur survie, tandis
que enrichissemment olfactif 'augmente [Alonso et al., 2006; Livneh and Miz-
rahi, 2012; Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002; Rochefort et al., 2002; Sawada
et al., 2011]. Il existe une période critique pour cette sensibilité, lorsque le néo-
neurone a entre 14 et 28 jours d’age [Yamaguchi and Mori, 2005]. Cette période
recoupe la phase de développement des synapses avec les neurones pré-existants,
ce qui suggere un role des entrées synaptiques dans la sélection des néo-neurones
granulaires [Kelsch et al., 2008; Yokoyama et al., 2011].

— Différenciation des néo-neurones : 'activité sensorielle joue sur la nature
des néo-neurones intégrés au réseau. Les cellules périglomérulaires dopaminer-
giques voient l’expression de l'enzyme TH régulée selon les entrées sensorielles
[Bastien-Dionne et al., 2010; Bovetti et al., 2013; Lazarini et al., 2014]. Des souris
de laboratoire élevées dans un milieu enrichi en odeurs ont proportionnellement
plus de cellules périglomérulaires dopaminergiques que celles élevées de maniere

conventionnelle * [Bonzano et al., 2014].

— Morphogenese dendritique des néo-neurones : la longueur et le nombre des
dendrites des cellules granulaires sont diminués suite a une privation sensorielle,
tandis qu’ils sont augmentés dans un milieu enrichi en odeurs [Saghatelyan et al.,
2005; Yoshihara et al., 2012]. L arbre dendritique et le nombre d’épines des cellules
granulaires des souris mutantes pour le récepteur GABA 4 sont diminués, ce qui
suggere que la transmission synaptique GABAergique est importante pour la

formation de I’arbre dendritique et des épines [Pallotto et al., 2012].

— Formation des épines des néo-neurones : dans les cellules granulaires de
souris dont l'olfaction est coupée, la formation d’épines dendritiques est diminuée
dans le domaine distal, et est augmentée dans le domaine proximal [Kelsch et al.,
2009, 2012b; Saghatelyan et al., 2005]. Chez les souris stimulées olfactivement,
au contraire, la densité d’épines dans le domaine distal est augmentée [Breton-
Provencher et al., 2014; Livneh et al., 2009]. L’activité neuronale induite par un
stimulus odorant provoque la formation et la rétraction de filopodes dans la par-
tie distale® des cellules granulaires via le récepteur NMDA [Breton-Provencher
et al., 2014; Kelsch et al., 2012a]. L'un des mécanismes d’action de l'activité sen-
sorielle sur les épines des néo-neurones passe par la CRH (corticotropin-releasing
hormone), qui est produite par certains interneurones du bulbe olfactif dans la

couche plexiforme externe en fonction de l'activité. La synaptogenese sur les den-

4. Dans toutes les expériences de laboratoire, le milieu «enrichi» est toujours beaucoup moins riche
que la nature (c’est-a-dire le milieu physiologique des souris, voir Paragraphe III.E.3). Par conséquent,
énormément de résultats expérimentaux sont probablement biaisés par la pauvreté du milieu d’élevage
des souris. Peut-étre les souris vivant dans la nature ont-elles dix fois plus de cellules périglomérulaires
dopaminergiques que toutes les estimations faites sur les souris de laboratoire ?

5. La plupart des études en microscopie biphotonique regardent les cellules périglomérulaires ou
bien la partie distale des cellules granulaires pour des raisons techniques.
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drites des cellules granulaires est ensuite accélérée via le récepteur a la CRH
[Garcia et al., 2014]. Un stimulus plus puissant que le simple enrichissement,
'apprentissage olfactif (qui est actif, contrairement & I’enrichissement) augmente
la densité d’épines dans la partie basale de I'arbre dendritique des cellules gra-
nulaires et favorise le remodelage des entrées excitatrices et inhibitrices sur cette
région [Lepousez et al., 2014]. Une étude [Kelsch et al., 2012b] suggere que les
synapses des cellules granulaires néonatales auraient une plus grande plasticité

en réponse a des changement d’activité neuronale que celles des néo-neurones.

— Activité des néo-neurones : la production de GABA et de son enzyme de syn-
these (glutamic acid decarbozylase 67 : GADG7) dans les interneurones du bulbe
olfactif sont régulées par I'activité neuronale, et en particulier par les entrées sen-
sorielles [Lau and Murthy, 2012; Parrish-Aungst et al., 2011]. Ainsi, I'inhibition
par les interneurones du bulbe olfactif est régulée par 'activité sensorielle. Enfin,
Livneh et al. [2014] ont montré grace a des techniques d’enregistrement patch
couplé a de I'imagerie a 2 photons que les jeunes néo-neurones périglomérulaires
de 2 & 4 semaines répondent bien a des stimuli olfactifs. De plus, leur profil de
réponse est plus large que celui des cellules périglomérulaires préexistants, et
I’enrichissement en odeurs durant le développement des néo-neurones rend leur
réponse plus sélective apres maturation. Ainsi, 'apport continu en néo-neurones

procure une grande plasticité et une grande adaptibilité au réseau.

I[.C.6.b Influence des projections corticales

L’élimination des cellules granulaires par apoptose est favorisée durant la période
post-prandiale, et est particulierement corrélée a la durée du sommeil post-prandial
chez la souris [Yokoyama et al., 2011]. Cette élimination est induite par des signaux
centrifuges du cortex olfactif vers le bulbe olfactif [Komano-Inoue et al., 2014]. De
plus, la privation sensorielle (par occlusion nasale) augmente encore I’élimination des
cellules granulaires durant la période post-prandiale, et cet effet est contré par le blo-
cage des entrées centrifuges. Ainsi, la survie des néo-neurones est régulée par une inter-
action complexe entre entrées sensorielles centripetes et retours corticaux centrifuges
[Komano-Inoue et al., 2014; Yokoyama et al., 2011].

Des études utilisant des vecteurs viraux rabiques monosynaptiques (capables de
passer d’un neurone post-synaptique a un neurone pré-synaptique) ont montré que
les néo-neurones recoivent des signaux glutamatergiques de la part du cortex olfactif
[Arenkiel et al., 2011; Deshpande et al., 2013]. Ces signaux centrifuges sur les dendrites
proximales des cellules granulaires contribuent a la survie des néo-neurones. Par ailleurs,
les néo-neurones sont plus plastiques vis-a-vis des signaux centrifuges que ne le sont
les neurones préexistants. Les projections corticales sur la partie proximale du dendrite

apical des cellules granulaires sont renforcées suite a un apprentissage olfactif avec
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renforcement positif [Lepousez et al., 2014]. Ainsi, les projections corticales semblent

jouer un role dans 'apprentissage olfactif.

Les projections corticales influencent donc a la fois la survie, la morphologie, et le

fonctionnement des néo-neurones.

I.C.6.c Influence de l’'inflammation

Lorsque la microglie est activée par un stimulus microbien comme le LPS, la pro-
duction de néo-neurones dans le gyrus dentelé est fortement diminuée, sans pour autant
toucher la prolifération des cellules souches neurales ou le taux de neurones immatures
(exprimant Dex) [Ekdahl et al., 2003]. De plus, I'administration d’un anti-inflammatoire
suffit & restaurer la neurogenese adulte [Monje et al., 2003]. Ces résultats tendent a
prouver que la microglie activée M1 diminue la survie des néo-neurones, ce qui est cohé-
rent avec une étude ultérieure qui a montré le role actif de la microglie dans ’apoptose
in vivo, toujours dans 1’hippocampe adulte [Sierra et al., 2010, 2013]. Par ailleurs, le
LPS augmente le nombre d’épines dendritiques fines et I’expression du marqueur post-
synaptique Post-Synatic Density 95 (PSD95) des néo-neurones [Chugh et al.; 2013].
De plus, le LPS augmente I'expression du récepteur GABA 4 durant les stades pré-
coces de la synaptogenese, ce qui suggere un déséquilibre entre activation et inhibition
chez ces néo-neurones [Chugh et al., 2013]. Enfin, le LPS empéche les néo-neurones
de s’intégrer correctement dans le réseau hippocampique. Notamment, le co-marquage
de BrDU avec le marqueur d’activation précoce Arc montre que les néo-neurones s’ac-
tivent moins durant I’exploration spatiale [Belarbi et al., 2012]. Plusieurs médiateurs de
I’action de la microglie sur les nouveaux neurones ont été proposés, comme par exemple
IL-1, IL-6, le TNF-« ou les prostaglandines, car ils sont sécrétés par la microglie durant
I'inflammation aigué [losif et al., 2006; Monje et al., 2003; Russo et al., 2011; Yirmiya
and Goshen, 2011].

Une fois la phase d’inflammation aigué passée, lorsque ’élément 'ayant initiée n’est
plus présent, la microglie peut développer un profil de cytokines anti-inflammatoires
(transition de la polarisation M1 a M2, voir [.LA.3.b). C’est le cas a la suite d'une
stimulation par le LPS [Cacci et al., 2008]. Ce profil M2 peut étre bénéfique pour
les néo-neurones : par exemple, 'administration de la molécule anti-inflammatoire
TGFf est bénéfique dans la zone sous-ventriculaire [Mathieu et al., 2010b]. De plus,
la microglie est importante pour la résolution de I'inflammation, en recrutant des cel-
lules immunitaires périphériques [Frank-Cannon et al., 2009; Polazzi and Monti, 2010;
Shechter et al., 2009], voire en recrutant des progéniteurs pour la réparation des tissus
endommagés [Czeh et al., 2011; Mathieu et al., 2010a].

Cependant, si la microglie est activée de maniere chronique, elle peut continuer a

libérer des molécules neurotoxiques, notamment des dérivé réactif de I'oxygene au fort
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pouvoir oxydant, ce qui pourrait étre délétere pour les néo-neurones [Glass et al., 2010;
Nathan and Ding, 2010; Polazzi and Monti, 2010; Rivest, 2011; Ron-Harel et al., 2011].

Les 1ésions épileptiques sont typiques de la complexité de 'interaction entre micro-
glie et neurogenese adulte : une forte crise d’épilepsie induit une augmentation forte et
transitoire de la neurogenese adulte [Parent et al., 1997], suivie par une diminution sous
le niveau du controle a long terme [Hattiangady and Shetty, 2010]. L’activation micro-
gliale est forte dans la zone sous-granulaire durant la phase aigué post-épilepsie [Ekdahl
et al., 2003], et elle est toujours présente bien que plus faiblement six mois plus tard
[Bonde et al., 2006]. Les néo-neurones produits au moment de la crise épileptique sont
toujours présents six mois plus tard, et sont entourés par la microglie chroniquement
activée. La microglie pourrait donc ici avoir un role de soutien des néo-neurones. La
sévérité de la crise épileptique est directement corrélée aux conséquences sur la neuro-
genese hippocampique a long terme (alors que la phase aigué est invariante) [Mohapel
et al., 2004]. Comme une crise d’épilepsie initiale est suivie de crises spontanées tout
au long de la vie de I'animal, il est possible que la microglie chroniquement activée
soit en fait régulierement ré-activée, voire que deux populations de cellules microgliales

(activées de maniere aigué ou non) co-existent [Ekdahl, 2012].

Il a été récemment suggéré que 'effet positif de 'enrichissement sur la neurogenese
hippocampique (voir I.C.6.a pour les effets de Ienrichissement olfactif) passerait par
un effet anti-inflammatoire du milieu enrichi [Sierra et al., 2014]. On sait depuis long-
temps qu'un milieu enrichi augmente la neurogenese hippocampique en agissant sur
la survie des néo-neurones, ce qui provoque 'agrandissement du gyrus dentelé [Kem-
permann et al., 1997] et est accompagné d’un meilleur apprentissage spatial [Nilsson
et al., 1999]. En cas d’inflammation, I’enrichissement est anti-apoptotique et neuropro-
tecteur [Young et al., 1999], et limite la réponse au LPS en diminuant I’expression de
plusieurs cytokines et chimiokines dont IL-15 et TNF-a chez le rat [Williamson et al.,
2012]. Cependant les effets de Ienrichissement ne semblent pas dépendre de la voie
de signalisation par IL-1 car la neurogenese est augmentée en milieu enrichi chez les
souris IL-1R17/~ [Goshen et al., 2009]. L’enrichissement induit aussi la prolifération
de la microglie et son expression du facteur proneurogénique IGF-1 [Ziv et al., 2006].
Cependant, le phénotype de la microglie n’est pas entierement défini en milieu enrichi
comparativement a I’hébergement classique, et les mécanismes moléculaires associés

restent a déterminer.

En résumé, il semble que la microglie ait un role physiologique important dans la
neurogenese adulte (voir I.A.5.b.ii). Mais des lors qu’elle est activée, son interaction
avec les cellules souches neurales et les néo-neurones est complexe, avec des effets tres
variables selon le type et la durée de l'activation [Ekdahl, 2012; Ekdahl et al., 2009;
Sierra et al., 2013].
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I.C.6.d Influence des états mentaux

Beaucoup de travaux font le lien entre altération de la neurogenese adulte hippo-
campique et troubles de 'humeur (anxiété, dépression, bipolarité...). Nous nous concen-
trerons ici plus précisément sur l'effet du stress et du phénotype anxio-dépressif qui en

résulte.

Le stress, qui exacerbe les comportements anxio-dépressifs chez la souris et 1’étre
humain, réduit la prolifération cellulaire dans le gyrus dentelé et induit la mort cel-
lulaire ainsi que le rétrécissement des dendrites [Gould and Cameron, 1996; Mahar
et al., 2014]. Des études en Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) ont également
montré une diminution du volume de I'hippocampe accompagnée d'une perte neuro-
nale chez les patients dépressifs [Fotuhi et al., 2012]. Non seulement les antidépres-
seurs restaurent le stock de progéniteurs et la neurogenese hippocampiques [Boldrini
et al., 2012], mais cette derniére semble méme nécessaire a 'activité anti-dépressive
de l'imipramine et de la fluoxétine, des anti-dépresseurs classiques [Santarelli et al.,
2003]. L'importance de I'hippocampe dans la lutte contre la dépression pourrait passer
par son action inhibitrice sur ’axe Hypothalamus-Pituitaire-Adrénal (HPA). L’activité
physique (modélisée chez la souris par la course volontaire dans une roue) augmente
la neurogenese hippocampique et diminue le phénotype dépressif [Yau et al., 2011].
Le stress semble donc étre délétere pour la neurogenese adulte, et réciproquement la

neurogenese adulte parait étre importante pour combattre le stress.

Cependant, des données contradictoires apparaissent dans la littérature. Par exemple,
certains effets comportementaux de la fluoxétine sont indépendants de la neurogenese
du gyrus dentelé [David et al., 2009], et ’ablation de la neurogenése ne provoque pas
toujours une dépression [Hanson et al., 2011]. Ces différences pourraient étre dues a
la complexité et la variabilité dans le temps des facteurs qui régulent la neurogenese

adulte [Eisch and Petrik, 2012].

Comme nous l'avons vu (Paragraphe [.A.5.a.iii), le stress chronique active la mi-
croglie [Frank et al., 2014] et les comportements associés sont liés & cette activation
[Wohleb et al., 2014]. Par ailleurs, le stress augmente la synthese de glucocorticoides
chez la souris [Lehmann et al., 2013] ainsi que dans I’espece humaine ou 80 % des pa-
tients souffrant de dépression sévere ont un taux plasmatique de cortisol anormalement
élevé [Anacker et al., 2011]. Expérimentalement, I’exposition chronique & des glucocor-
ticoides active la microglie dans 'hippocampe [Frank et al., 2014]. En outre, de plus en
plus de données montrent 'importance de processus immunitaires, et en particulier de
I'inflammation dans la physiopathologie des troubles des 'humeur [Najjar et al., 2013;
Noto et al., 2014; Rosenblat et al., 2014; Walker et al., 2014]. La signalisation par les
cytokines neuroactives, notamment IL-13, I1-6 et TNF-«, est modifiée [Bhattacharya

et al., 2016]. Un traitement anti-dépresseur efficace diminue ces cytokines, tandis que
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chez les patients qui ne répondent pas au traitement le taux de celles-ci reste élevé [Cat-
taneo et al., 2013; Hannestad et al., 2011; Yoshimura et al., 2009]. L’administration
d’interféron-v dans le traitement de I'hépatite C conduit a des symptomes de dépression
et/ou de manie sévere dans 30 a 40 % des patients [Hoyo-Becerra et al., 2014], ce qui
suggere un lien de causalité entre interféron-v et dépression [Baraldi et al., 2012]. Un des
mécanismes par lequel 'inflammation conduit a la dépression pourrait étre I'induction
de 'enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase, qui dégrade la sérotonine, dans la microglie
en réponse a des facteurs pro-inflammatoires (IL-2, TNF-a, interféron-v...) [Miiller
and Schwarz, 2007]. Il semble donc que des processus inflammatoires soient également
importants dans la réponse au stress. Selon une étude récente [McKim et al., 2016],
I'inflammation serait méme prévalente sur la neurogenese adulte hippocampique dans
les symptomes cognitifs (déficits mémoriels) liés au stress, tandis que les symptomes

émotionnels seraient liés a la neurogenese [Pfau and Russo, 2016].

Il existe une interaction complexe entre inflammation, états mentaux et neurogenese
adulte hippocampique. Cependant, tres peu d’études se sont intéressées a la neuroge-
nese bulbaire dans les troubles de I’humeur. Pourtant, il existe un lien entre olfaction
et dépression : beaucoup de patients dépressifs ont des pertes olfactives [Kohli et al.,
2016; Negoias et al., 2010; Pause et al., 2001], et la privation olfactive est parfois utili-
sée comme modele d’induction de la dépression chez le rongeur [Leonard, 1984]. Nous
avons mené des recherches sur un modele de dépression induite pharmacologiquement
chez la souris, afin de préciser le role de I'olfaction et de la neurogenese adulte bulbaire
dans la dépression [Siopi et al., 2016]. Cette étude est présentée en détails dans la partie
II.B.

I[.C.6.e Influence des maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont caractérisées par une mort neuronale pro-
gressive et inéluctable. Les principales sont les maladies de Parkinson et d’Alzheimer,
qui ont pour point commun une accumulation neurotoxique intra ou extracellulaire de
protéine (a-synucléine dans la maladie de Parkinson, peptide AS et protéine 7 dans la

maladie d’Alzheimer).

Parmi les signes pré-cliniques communs a ces maladies neurodégénératives se trou-
vent la dépression, I'anxiété, les troubles cognitifs et olfactifs : des symptomes liés au
fonctionnement de I’hippocampe et du bulbe olfactif [Hinnell et al., 2012; Simuni and
Sethi, 2008]. Dans la maladie de Parkinson en particulier, de récentes études ont montré
des dysfonctionnements dans le bulbe olfactif et I’hippocampe tres tot dans la maladie,
bien avant les premiers signes moteurs caractéristiques [Braak et al., 2003; Carlesimo
et al., 2012; Weintraub et al., 2011]. Nous nous concentrerons ici sur les liens entre

neurogenese adulte et maladie de Parkinson.
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Un des modeles génétiques de maladie de Parkinson, la surexpression de I’a-synu-
cléine humaine chez la souris, provoque une diminution de la neurogenese adulte hip-
pocampique et bulbaire due a I’augmentation de la mort des neuroblastes, sans toucher
a la prolifération cellulaire [Winner et al., 2004]. Cependant selon le modele génétique
employé, les effets sur les néo-neurones varient (modification de la prolifération, de la
densité d’épines, de I'arbre dendritique...) [Winner and Winkler, 2015]. Par ailleurs,
aucun des modeles génétiques chez la souris n’est accompagné de la dégénérescence de
la substance noire et des troubles moteurs associés. D’autres modeles animaux sont
fondés sur 'utilisation de substances qui provoquent la mort des neurones dopaminer-
giques, par exemple le 6-OHDA. Dans ce modele encore, les résultats sont assez variés.
Une étude a par exemple montré une augmentation de la prolifération dans la zone
sous-ventriculaire ipsilatérale a la lésion dans la substance noire [Aponso et al., 2008],
tandis qu'une autre équipe n’a pas trouvé de différence de neurogenese en imagerie
par bioluminescence [Fricke et al., 2016]. Certaines études sur des cerveaux humains
post-mortem ont trouvé une diminution des marqueurs moléculaires de prolifération
cellulaire dans la zone sous-ventriculaire [Hoglinger et al., 2004; O’Keeffe et al., 2009],
tandis que d’autres ne voient pas de différence par rapport aux controles [Berge et al.,
2011]. Bien qu’il semble exister un effet de la maladie de Parkinson sur la neurogenése

adulte, il n’y a donc pour I'instant pas de consensus sur la nature et le sens de cet effet.

Selon I'hypothése de Braak [Braak et al., 2003], la progression de la maladie peut
étre divisée en plusieurs étapes suivant la progression de I'a-synucléine pathologique
au niveau périphérique puis dans le systeme nerveux central, les dernieres étapes don-
nant lieu aux symptomes moteurs. Ainsi, le bulbe olfactif, ou la dégénerescence de
neurones dopaminergiques et la présence d’a-synucléine pathologique est tres précoce,
pourrait étre une voie d’entrée de la maladie [Del Tredici and Braak, 2016]. L’injection
de 6-OHDA dans le bulbe olfactif de souris conduit a la dégénerescence des cellules
périglomérulaires dopaminergiques et, de maniere intéressante, dans ce modele la neu-
rogenese adulte bulbaire est capable de restaurer les neurones dopaminergiques perdus
[Lazarini et al., 2014]. Ces données prometteuses nous amenent a considérer la neuro-
genese adulte comme moyen de lutte contre la maladie de Parkinson, une possibilité

qui est soulignée par un certain nombre d’études [Cave et al., 2014].

Dans le cas des maladies neurodégénératives comme dans le cas des troubles de
I'humeur (voir 1.C.6.d), l'activation microgliale liée a une inflammation d’une part
(voir I.A.5.a.iii), et la neurogenese adulte d’autre part, semblent jouer un role clef. Une
meilleure compréhension de 'interaction entre microglie et neurogenese adulte pourrait

ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques.
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I.C.7 Neurogenese adulte chez 1’étre humain

La présence de neurogenese adulte chez 'humain a fait longtemps 1'objet de débats,
par manque de preuves directes. En effet, dans les modeles animaux, la présence de
neurogenese adulte a été démontrée en utilisant des traceurs de prolifération, tels que
la thymidyne tritiée dans les études les plus anciennes [Altman and Das, 1965], ou le
BrDU. Bien siir, comme il n’est pas possible d’utiliser de telles méthodes pour évaluer
la prolifération cellulaire chez 'humain sain, d’autres moyens ont été mis en ceuvre

pour étudier la neurogenese adulte humaine.

Une premiere étude sur un petit nombre de patients atteints de cancer ayant regu
une injection de BrDU pour marquer les cellules cancéreuses a montré que des neu-
rones sont générés dans I'hippocampe chez l'adulte [Eriksson et al., 1998]. D’autres
études ont cherché des marqueurs moléculaires de neuroblastes (Dcx et PSA-NCAM)
dans des cerveaux post-mortem. Des neuroblastes putatifs ont été retrouvés dans le
gyrus dentelé et la zone sous-ventriculaire [Sanai et al., 2011; Wang et al., 2011]. Ces
données montrent la présence de neuroblastes mais ne donnent pas d’informations sur
leur survie, leur différenciation en neurones matures et leur intégration dans le circuit
[Bergmann et al., 2015].

La démonstration formelle de la présence de neurogenese adulte chez I’étre humain
a été apporté par Spalding et al. [2013], grace a la datation au C. En effet, du C a
la concentration atmosphérique est intégré au moment de la mitose. Dans une cellule
post-mitotique comme un neurone, le taux de **C correspond a celui du moment de
sa génération. Chez les adultes nés avant 1955 (début du fort accroisseent du taux de
14C atmosphérique), le taux de *C dans I’hippocampe est supérieur au taux de I'at-
mophere au moment de leur naissance, ce qui indique que certains de leurs neurones
hippocampiques ont été formés apres 1955. Selon les estimations, 700 nouveaux neu-
rones seraient générés chaque jour dans I’hippocampe [Spalding et al., 2013]. Ainsi, la
neurogenese adulte a bien lieu chez I’humain, et des néo-neurones integrent le réseau

de I’hippocampe.

En ce qui concerne la zone sous-ventriculaire, des neuroblastes y sont bien générés,
mais ils n’arrivent dans le bulbe olfactif par le courant de migration rostral que chez
le nouveau-né [Sanai et al., 2011]. Apres I'dge de 6 a 8 mois, trés peu de neuroblastes
en migration peuvent étre observés dans le bulbe olfactif [Sanai et al., 2011]. De plus,
le taux de "C des neurones du bulbe olfactif est similaire & celui de la naissance de
I'individu, de sorte que des modeles mathématiques ont estimé au maximum a 1 %
le taux de remplacement des neurones du bulbe olfactif en 100 ans [Bergmann et al.,
2012]. L’intégration de néo-neurones dans le bulbe olfactif humain est donc minimale,

sinon inexistante.
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En revanche, [Ernst et al., 2014] ont montré que des néo-neurones integrent le stria-
tum, qui se situe juste a coté de la zone sous-ventriculaire, ce qui mene a I’hypothese que
les neuroblastes qui naissent dans la zone sous-ventriculaire migrent vers le striatum
plutot que vers le bulbe olfactif. Cependant, chez le rongeur, des astrocytes du striatum
peuvent générer des néo-neurones suite & une ischémie [Magnusson et al., 2014]. Des
progéniteurs ont été trouvés dans le striatum chez la souris [Inta et al., 2008] , le rat
[Dayer et al., 2005], le lapin [Luzzati et al., 2006] et le singe [Bédard et al., 2002; Ton-
chev et al., 2005], mais leur production semble moins importante que chez I’humain. La
fonction de cette neurogenese adulte n’est pas encore déterminée, mais le role cognitif
(et non seulement moteur) du striatum est de plus en plus soupgonné : la neurogenese
adulte pourrait participer a la flexibilité cognitive, qui est particulierement importante
chez ’humain [Ernst and Frisén, 2015].

I.D Problématique

Le réle de la microglie dans le développement des néo-neurones a ’age adulte n’a
été étudié que sur la neurogenese hippocampique (voir Paragraphe 1.C.6.c). Le sujet de
cette these porte sur 'influence de la microglie sur la neurogenese adulte dans le bulbe
olfactif de la souris. Nous avons fait varier le niveau d’activation de la microglie (voir
Paragraphe 1.E.1), et évalué les conséquences sur les néo-neurones et les interneurones

pré-existants (voir Paragraphe 1.E.3).

Comme les facteurs du complément, et en particulier le C3, semblent impliqués
dans 'élagage synaptique durant le développement des neurones du tractus optique
(voir Paragraphe 1.A.6.c), dans une deuxieéme partie de ce travail nous avons comparé
la neurogenese adulte chez les souris C37/~ et les souris immunocompétentes de méme

fond génétique (voir Paragraphe 1.E.1.d)

I.E Modeéles et méthodes utilisés

Sauf mention contraire, toutes les expériences ont été réalisées sur des souris C57/BL6

(B6) agées de 8 a 10 semaines, que nous appellerons souris « sauvages » (ou WT).

I.E.1 Inflammation et modulation de ’activité bulbaire

I.E.1.a Déafférentation olfactive

Le dichlobénil est une toxine qui détruit les glandes de Bowman de 1’épithélium ol-
factif [Brandt et al., 1990]. La toxicité passe par la protéine mitochondriale cytochrome
P450 dans les glandes de Bowman, suivie par une forte inflammation, la nécrose et le
détachement de 1’épithélium olfactif [Bergman et al., 2002; Mancuso et al., 1997; Xie
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et al., 2013]. Par conséquent, les neurones récepteurs olfactifs meurent, et le nerf olfactif

dégénere : c’est ce qu'on appelle la déafférentation du bulbe olfactif (Figure I.17A).
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FIGURE 1.17 — Effets du dichlobénil sur I’épithélium olfactif (A) et sur le bulbe olfactif (B).
Le dichlobénil provoque la nécrose des glandes de Bowman (1). S’ensuit une désorganisation de 1’épi-
thélium olfactif et la mort des cellules basales (B) et des neurones récepteurs olfactifs (R) (2) dont les
axones, qui forment le nerf olfactif (NO) dégénérent (3). La microglie s’active et prolifére alors dans le
bulbe olfactif (4). Nous étudions I'impact de cette déafférentation & I’dge adulte sur les néo-neurones
et les interneurones pré-existants (5). M : cellule mitrale; T : cellules en touffe G : cellule granulaire ;
P : cellule périglomérulaire ; CGr : couche des grains; CPI : couche plexiforme interne ; CM : couche
mitrale; CPE : couche plexiforme externe; CGI : couche glomérulaire; NO : nerf olfactif; EO :
épithélium olfactif. Figure (A) adaptée de Mackay-Sim [2010].

La déafférentation du bulbe olfactif entraine la perte de 'olfaction couplée a une
forte activation de la microglie (Figure 1.17B), qui atteint son maximum a 3 jours
post-injection intra-péritonéale [Lazarini et al., 2012]. Dans une étude précédente du
laboratoire, il a été montré que le dichlobénil diminue la survie des néo-neurones du
bulbe olfactif, et que cet effet est probablement di a I'inflammation consécutive a la
déafférentation car un traitement anti-inflammatoire suffit a restaurer la survie des

néo-neurones |[Lazarini et al., 2012].

Dans les travaux présentés ici, nous explorons l'influence de 'inflammation induite
par le dichlobénil sur le développement (dendritique et synaptique) des néo-neurones
du bulbe olfactif.

I.LE.1.b LPS

Le LPS est tres couramment utilisé comme modele d’inflammation . Ici, nous avons

utilisé la voie intra-nasale pour inoculer le LPS. Il a été montré que des agents in-
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fectieux inoculés par cette voie peuvent agir sur le bulbe olfactif via des cytokines,
voire pénétrer dans le bulbe olfactif [Herbert et al., 2012]. Des nanoparticules cristal-
lines peuvent également étre transportées de I’épithélium olfactif jusqu’au bulbe olfactif
[Hopkins et al., 2014]. Nous avons donc utilisé la voie intranasale comme voie d’entrée

physiologique et non invasive dans le bulbe olfactif.

Pour valider I'entrée du LPS dans le bulbe olfactif suite a une inoculation intra-
nasale, nous avons utilisé du LPS couplé a un fluorophore (lipopolysaccharides de Sal-
monella enterica sérotype Minnesota, conjugué a un Alexa Fluor488), et nous avons
cherché l'apparition de fluorescence dans le bulbe olfactif a plusieurs temps post-
injection (10 minutes, 1 h, 3 h, 16 h, 3 jours). Nous n’avons pas pu détecter de fluores-
cence dans le bulbe olfactif quelque soit le temps post-injection, alors que nous avons
retrouvé de la fluorescence dans I’épithélium olfactif et les poumons des 10 minutes
post-inoculation (Figure 1.18).

Controéle LS 10 minutes

LPS 3 jours
‘aa 0 e g

Ficure 1.18 — Diffusion du LPS inoculé intra-nasalement.

Images en microscopie confocale de la fluorescence du LPS de Salmonella enterica sérotype Minnesota
conjugué a un fluorophore Alexa Fluord88 dans le poumon (A), épithélium olfactif (B) et la couche
glomérulaire du bulbe olfactif (C). Malgré une forte auto-fluorescence des tissus, on peut voir une
augmentation de la fluorescence des 10 minutes dans les trachées du poumon et I’épithélium olfactif
mais pas dans le bulbe olfactif. Barre d’échelle : 20 pm.

L’augmentation du signal fluorescent par immunohistochimie utilisant un anticorps

secondaire biotinylé donne le méme résultat. Nous ne pouvons donc pas confirmer
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I'entrée dans le bulbe olfactif du LPS inoculé intra-nasalement : nous ne le détectons
pas, soit parce qu’il n’a pas pénétré le bulbe olfactif, soit parce qu’il est en concentration

inférieure au seuil de détection dont nous disposons.

LPS 10 minutes LPS 16 heures LPS 3 jours

Controle

FIGURE 1.19 — Activation microgliale dans la couche glomérulaire du bulbe olfactif suite a
I'inoculation de LPS.

Images en microscopie confocale a différents temps apres I'inoculation de LPS. (A), marquage immuno-
fluorescents de cellules de microglie marquées par Iba-1; (B), marquage immuno-fluorescents du mar-
queur d’activation CD68; (C), somme des deux marquages, ainsi que du marqueur nucléaire DAPI
(qui permet de voir les glomérules). L’activation de la microglie commence entre 10 minutes et 16
heures aprés linoculation intranasale de LPS, et est toujours présente 3 jours apres 'inoculation.
Controle : inoculation intra-nasale de saline. Barre d’échelle : 15 um

En revanche, nous avons détecté une activation microgliale dans le bulbe olfactif
consécutive a I'administration de LPS et absente lors de I'administration de véhicule
(saline) (Figure 1.19 et Figure 1 de 'article 1, partie I1.A.3). Dans la suite de I’étude,
nous avons utilisé le LPS de Salmonella enterica sérotype typhimurium tout au long

de nos expériences.

I.E.1.c Anti-inflammatoire

La minocycline est un antibiotique a large spectre, et est également couramment
utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoires, particulierement dans le systeme ner-
veux central [Garrido-Mesa et al., 2013]. Nous Iavons utilisée en injections répétées

aux doses décroissantes, comme préalablement décrit par Ekdahl et al. [2003].

I.E.1.d Souris C3~/~

Pour évaluer I'implication du complément dans la neurogenese adulte bulbaire, nous

avons utilisé une lignée de souris déficientes en C3 fournie par les laboratoires Jackson
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(USA) : €3¢ que nous noterons dorénavant C37/~. Nous avons maintenu cette

lignés a 1’état homozygote.

Ces souris C37/~ ont un fond génétique B6, qui correspond a la lignée sauvage

utilisée pour toutes les expériences présentées dans la suite.

I.LE.2 Marqueurs de la microglie

Pour révéler la microglie, nous avons utilisé le marquage immunohistochimique de
la protéine Iba-1, et dans certaines expériences (non montrées ici), nous avons utilisé
les souris CX3CR11/~, ot I'un des génes codant pour le récepteur a la fractalkine est

remplacé par le gene de la protéine fluorescente GFP.

Nous avons utilisé I'expression du CD68 (révélé par immunohistochimie) comme

marqueur de l'activation microgliale.

1.E.3 Effets sur les néo-neurones

[.LE.3.a Marquage des néo-neurones du bulbe olfactif

Pour marquer spécifiquement les néo-neurones du bulbe olfactif, nous avons utilisé
des injections de lentivecteurs exprimant des protéines fluorescentes (GFP ou TdTo-
mato) dans le courant de migration rostral (voir partie methods de 1’Article 1, Para-

graphe 11.A.3).

I.LE.3.b Morphologie des néo-neurones

Pour évaluer la morphologie des cellules granulaires, la fluorescence des néo-neurones
marqués par un lentivirus est augmentée par immunohistochimie pour faire apparaitre
les dendrites les plus fines et les épines. La forme des neurones entiers est tracée avec le
logiciel Imaris (Bitplane) a partir d’images prises au microscope confocal. Pour ’éva-
luation des épines, des portions du dendrite apical (Figure 1.16) et leurs épines sont

tracées a 'aide du logiciel Imaris.

I.LE.4 Tests comportementaux

Nous avons réalisé des tests de comportement chez la souris pour évaluer I'impact
des différents traitements que nous avons effectués sur divers parametres tels que 1’ol-
faction, l'activité ou encore le niveau d’anxiété des animaux. Nous exposerons ici le

principe de ces tests, sans entrer dans tous les détails pratiques.
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I. INTRODUCTION

I.LE.4.a Olfaction

I.E.4.a.i Test de la Nourriture Cachée

Le principe de ce test est qu'une souris affamée ayant perdu I'odorat est incapable de
trouver rapidement de la nourriture enterrée sous la litiere, alors qu’une souris normale
la trouvera en moins d’une minute. Pour cela, les souris sont affamées pendant 20h
avant le test, et ont préalablement goiité les céréales Coco Pops (Kellog’s) utilisés pour
le test.

=

e

FI1GURE 1.20 — Principe du test de la Nourriture Cachée.
On mesure la latence de la souris affamée & trouver des céréales enterrées sous la litiere dans le coin
opposé de la cage.

On mesure le temps mis par la souris pour trouver les céréales cachées sous la litiere
dans le coin opposé a celui ou la souris est déposée dans la cage (a laquelle elle a été
préalablement habituée pendant 15 minutes) (Figure 1.20). L’opération est renouvelée
plus tard, mais avec cette fois les céréales visibles, dans un coin différent du premier

test. Pour plus de détails, vous pouvez consulter [Khodosevich et al., 2013]

I.E.4.a.ii Test d’habituation - déshabituation olfactive

FIGURE 1.21 — Test d’habituation - déhabituation olfactive.
Photo d’une souris explorant une odeur présentée sur un papier filtre positionné sous le plancher de
la cage test.

Le principe de ce test est qu'une souris explore moins longtemps une odeur qu’elle
(re)connait qu'une odeur nouvelle (Figure 1.21). On présente a une souris plusieurs fois
la méme odeur (présentations de 2 minutes espacées de 2 minutes), et on chronometre
son temps d’exploration de I'odeur. Ce temps d’exploration diminue d’une présentation

a l’autre (reconnaissance de 'odeur). On présente alors une odeur différente, et le temps
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d’exploration pour cette nouvelle odeur est plus élevé (la souris ne reconnait pas cette

odeur et s’y intéresse) [Tepavcevié et al., 2011].

I.LE.4.b Anxiété / dépression

Tous ces test ont été décrits en détail dans Siopi et al. [2016] (I1.B).

I.LE.4.b.i Open Field

La souris est placée dans une large enceinte carrée fortement éclairée. On mesure sur
vidéo sa vitesse de déplacement et la distance parcourue (ce qui donne des informations
sur sa locomotion), ainsi que sa position : une souris anxieuse restera pres des bords, et

ira moins au centre de la surface. Il s’agit donc d’un test d’activité motrice et d’anxiété.

I.LE.4.b.ii Nowvelty Suppressed Feeding

On introduit une souris affamée dans une cage inconnue et fortement éclairée, avec en
son centre une croquette de nourriture. La souris est face a un dilemme entre sa faim
et sa peur du centre éclairé. Une longue latence avant de manger indique un phénotype

anxieux.

I.E.4.b.iii Splash Test

On pulvérise une solution de sucrose sur le dos de la souris, et on chronometre la
latence avant qu’elle ne se nettoie le dos, ainsi que le nombre de fois qu’elle le toilette
et le temps total de léchage sur 6 minutes. Une longue latence et un faible toilettage

sont un signe d’anhédonie, que I'on assimile & un phénotype dépressif.

I.E.4.c Locomotion : Rotarod

Ficure 1.22 — Test du Rotarod.
On mesure la latence de la souris & tomber du cylindre en roation.

La souris est placée sur un cylindre en rotation dont la vitesse accélére petit a petit.
On mesure la latence de la souris a tomber du cylindre. Ce test mesure la coordination

des mouvements (moins la coordination est bonne, plus la souris tombe vite) et, si
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I'exercice est répété plusieurs jours de suite, 'apprentissage moteur [Lazarini et al.,
2014].

1.LE.4.d Mémoire de travail : reconnaissance d’objet

FIGURE 1.23 — Test de reconnaissance d’objet.
Photo prise durant la deuxieéme présentation d’objets. (A), prise électrique, objet déja présenté a la
premiére session. (B) boulon en cuivre, objet nouveau.

La souris est placée dans une cage comprenant 3 compartiments dans la largeur,
reliés par des portes. On place un objet dans chacun des compartiments extérieurs,
et on mesure le temps d’exploration de chaque objet. On change I'un des objet, et on
mesure a nouveau le temps d’exploration. Si la souris se souvient de 1’objet présenté
a la premiere session, elle explore beaucoup plus le nouvel objet lors de la deuxiéme

session. Ce test est supposé dépendre principalement de la mémoire hippocampique.
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Résultats

II.A  Premier article : Denizet et al., Sensory depri-
vation increases phagocytosis of adult-born
neurons by activated microglia tn the olfac-

tory bulb

II.A.1 Contexte

Il a été montré que la microglie joue un role important dans le développement em-
bryonnaire (voir paragraphe 1.A.5.b.i) [Frost and Schafer, 2016] et dans la neurogenése
adulte hippocampique (voir paragraphe 1.A.5.b.ii) [Chesnokova et al., 2016]. Cepen-
dant, peu de travaux ont exploré I'impact de la microglie sur le développement des

néo-neurones bulbaires.

Une étude précedente du laboratoire [Lazarini et al., 2012] a montré que la déaf-
férentation du bulbe olfactif par le dichlobénil provoque une forte diminution de la
survie des néo-neurones bulbaires. Cet effet est restauré par la minocycline, qui inhibe
I’activation microgliale, ce qui suggere que la microglie activée serait responsable de la

suppression des néo-neurones.

Dans cette étude, nous avons voulu prolonger ce travail en étudiant 1’élagage des
néo-neurones bulbaires (cellules granulaires) par la microglie, selon son degré d’activa-

tion.

II.A.2 Résumé

Le bulbe olfactif est une structure fortement plastique, notamment chez les ron-
geurs ol la neurogenese adulte apporte constamment de nouveaux interneurones qui

s’integrent dans le circuit [Lledo et al., 2006]. Ces néo-neurones ont des propriétés
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uniques, et participent au traitement des données olfactives, a 'apprentissage et a la
mémoire [Alonso et al., 2012; Lazarini et al., 2009; Lepousez et al., 2014; Sakamoto
et al., 2014; Valley et al., 2013].

La microglie est impliquée dans I’élagage des neurones durant la neurogenése em-
bryonnaire [Frost and Schafer, 2016]. Cette fonction de la microglie pourrait se retrouver

dans la neurogenese adulte bulbaire.

Pour explorer cette hypothese, nous avons combiné d'une part des injections stéréo-
taxiques de lentivecteurs exprimant une protéine fluorescente chez la souris agée de 6
jours (P6d) ou 8 semaines (P8w) pour marquer spécifiquement les neurones néonataux
ou les néo-neurones respectivement ; d’autre part plusieurs traitements pour moduler
I'activité de la microglie : déafférentation par le dichlobénil, inflammation par ino-
culation intranasale de LPS et traitement anti-inflammatoire par la minocycline (voir

paragraphe L.LE.1).

Comme montré précédemment [Lazarini et al., 2014], nous avons confirmé que le
dichlobénil provoque la déafférentation du bulbe olfactif (Figure 1C)! accompagnée
d’une perte olfactive (Figure 1D) et d’une activation microgliale (Figure 1B). Le LPS
intranasal, en revanche, occasionne l'activation de la microglie (Figure 1B) sans que

lolfaction ne soit affectée (Figures 1C, D).

Nous avons réalisé des marquages immunohistochimiques et employé des méthodes
de microscopie confocale pour mettre en évidence et analyser la phagocytose des néo-
neurones par la microglie (Figure 1H) ainsi que la densité synaptique des cellules gra-

nulaires (Figure 2).

Selon nos données, la microglie engouffre plus de morceaux de néo-neurones que
de neurones néonataux (Figures Ha-c), et suite a la déafférentation par le dichlobénil
elle phagocyte préférentiellement les neurones nés a 'age adulte (Figures Ha-b). Par
ailleurs, la déafférentation induit une diminution de la densité d’épines des cellules
granulaires seulement lorsqu’elle a lieu peu de temps apres la naissance de la cellules
(Figures 2B-C). La densité d’épines des cellules granulaires néonatales est, quand a elle,
insensible au dichlobénil et au LPS (Figure 2Db). La minocycline ne restaure pas les
effets du dichlobénil (Figure 2B), ce qui laisse penser que U'effet du dichlobénil est dii au
manque de stimulation plutot qu’a 'inflammation. Par ailleurs, 'activation microgliale

par le LPS n’induit pas de variation de la densité d’épines (Figures 2Cc et 2Dc).

Breton-Provencher et al. [2014] ont montré que les épines des cellules granulaires

de 7 jours (mais pas de 14 jours) sont trés dynamiques en réponse a l'activité des

1. Toutes les références a des figures faites dans ce résumé renvoient aux figures de l'article para-
graphe suivant (II.A.3).
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cellules mitrales (et donc aux afférences olfactives), ce qui pourrait expliquer l'effet de

la déafférentation sur la densité synaptique spécifiquement sur les jeunes néo-neurones.

Dans cette étude, nous montrons que la microglie interagit et engouffre principale-
ment des néo-neurones dans le bulbe olfactif de la souris adulte, de maniere similaire
a ce qui a été observé dans I'hippocampe [Sierra et al., 2014]. De plus, Paction de
la microglie est dépendante de 'activité : la déafférentation renforce la phagocytose
différentielle des néo-neurones. La microglie a été impliquée dans I’élagage synaptique
dans plusieurs contextes [Wu et al., 2015], mais P'activation microgliale ne provoque
pas de variation de la densité des épines dans notre modele. Cela pourrait étre di a
I'hétérogénéité de la microglie dans 'espace et le temps (voir paragraphe I.A.4) [Carson
et al., 2006; Grabert et al., 2016; Lawson et al., 1990].

II.A.3 Article

Article tel que soumis dans le journal Brain, Behavior and Immunity le 1 juin
2016.
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Abstract

The olfactory bulb (OB) is a highly plastic structure that can change organizational
networks depending on environmental inputs in adult mammals. Particularly, in rodents,
adult neurogenesis underlies plastic changes in the adult OB circuitry by continuously
adding new interneurons to the network. We addressed the question of whether microglia,
the immune cells of the brain, were involved in pruning OB neurons. Using lentiviral
labeling of neurons in neonatal or adult mice and confocal analysis, we showed that
microglia engulfed parts of neonatal-born and adult-born neurons in the healthy OB. We
demonstrated that OB deafferentation increased phagocytosis of adult-born, but not
neonatal-born neurons, by activated microglia. Conversely, intranasal lippopolysaccharide
administration induced activation of microglia but changed neither adult neurogenesis nor
olfaction in mice. Our data reveal that steady-state microglia eliminate adult-born neurons
and their synapses in both healthy and sensory deprived OBs, thereby adapting neuronal

connexions to the sensory experience.



1. Introduction

The olfactory bulb (OB) is a highly plastic structure that modifies organizational networks
depending on the degree of environmental inputs in adult mammals. Particularly, the
olfactory system is characterized by a unique turnover of granule cell (GC) interneurons, a
feature called adult neurogenesis, which significantly contributes to the functional plasticity
of the system (Lledo et al., 2006; Imayoshi et al., 2008). Every day, thousands of new GCs
are added in the adult mammalian OB circuit; however, only 50 % of them survive for
longer than a month after their birth, as many undergo apoptosis (Petreanu and Alvarez-
Buylla, 2002; Mouret et al., 2008). Neuronal activity instructs the survival or death of young
GCs (Yamaguchi and Mori, 2005; Lazarini and Lledo, 2011) but the mechanisms involved
in the permanent sculpting of neuronal connections in the OB are only beginning to be
deciphered.

Microglia are the immune resident cells of the brain and play a major role in innate
immunity in the Central Nervous System (CNS) (Nimmerjahn et al., 2005; Hughes, 2012).
Increasing evidence supports that, aside their phagocytic activity, microglia promote
developmental neuronal apoptosis and synaptic pruning in several brain regions, in both
healthy and pathological CNS (Marin-Teva et al., 2004; Schafer et al., 2012; Ueno et al.,
2013). Recent evidence suggests that microglia regulate several steps of adult
neurogenesis in the olfactory system and hippocampus (Chesnokova et al., 2016).
Microglia play a central role in eliminating adult-born neurons in healthy and inflamed brain
(Sierra et al., 2010; Paolicelli et al., 2011).

We have previously demonstrated that suppression of microglial activation restored
adult neurogenesis in the deafferented OB (Lazarini et al., 2012). Here we focus on the
interactions between microglia and GCs and found that microglia engulfed adult-born but

not neonatal GCs in the OB after sensory deafferentation.



2. Methods

2.1. Animals and treatments

Experiments were performed using male C57BL/6JRj mice (Janvier, France), in
compliance with the EU Directive 2010/63/EU for animal experiments. Experimental
designs and procedures were approved by the local ethics committee (2013-0081, CETEA

89). Groups consisted of 3-5 animals for histology, 4-12 animals for behavior.

Chemical ablation of olfactory epithelium using Dichlobenil (Dichlo) was achieved
as previously described (Lazarini et al., 2012). Vehicle mice were injected with DMSO

only.

Anti-inflammatory treatment with Minocycline (Mino) was performed as previously

described (Lazarini et al., 2012).

Intranasal injection of lipopolysaccharides (LPS) was administrated to evoke
neuroinflammation (Kapetanovic et al., 2010). LPS from Salmonella enterica serotype
Typhimurium (Sigma-Aldrich) was dissolved in Limulus Amebocyte Lisate reagent water
(Lonza) at the stock concentration of 5g.L"'. LPS was freshly diluted in endotoxin-free
saline to the concentration of 1 g.L™" before use and 0.8 pL.g™”" of this solution were intra-
nasally instillated by presenting drops in front of nostrils under anesthesia (60 mg.kg™

ketamine (Merial) and 1.2 mg.kg™' xylazine (Merial)). Vehicle mice received saline only.

2.2. Behavior

To assess olfaction we used the Burried Food Finding test after 20 hours of food
deprivation (Lazarini et al., 2012). About 10 pieces of "Coco Pops" cereals were hidden in
a corner of the test cage under 1.5 cm bedding. The tested mouse was placed in the test
cage in the opposite corner and the latency to find the food (defined as the time to locate

cereals) was recorded.



Open Field behavior was assessed by placing animals individually in 43x43 cm?
containers during 30 minutes using a video camera tracking system (Noldus Ethovision

3.0, Siopi et al., 2016).

2.3. Stereotaxic lentiviral injections

A replication-deficient lentiviral vector was used to express GFP driven by the
Cytomegalovirus promoter (LV-CMV-GFP, 13.8 ng.L™ of viral antigen) or TdTomato driven
by the ubiquitin C promoter (LV-UbC-TdTomato, 8.10" VG.L™, constructed using Addgene

plasmid # 22771).

Stereotaxic bilateral injections of lentiviral vector (200 nl per site) in adult mice were
performed in the Rostral Migratory Stream (RMS) at 3.30 mm anteroposterior, £0.82 mm
mediolateral from Bregma and -2.90 mm dorsoventral from skull as previously described

(Siopi et al., 2016).

For injections in neonatal mice, male mouse pups at Postnatal day 6 (P6d) were
isoflurane-anesthetized, and positioned in a homemade cast providing isoflurane for
anesthesia maintenance. Bilateral stereotaxic injections of lentiviral vectors (350 nl/site)

were performed as previously described (Alonso et al., 2012).

2.4. Immunohistochemistry, confocal imaging and quantification

Sixty micrometer coronal brain sections were obtained using a vibrating microtome
(VT1000S, Leica) or a microtome (SM2010 R, Leica). Immunostaining was performed on
free-floating sections as previously described (Lazarini et al., 2012) using anti-IBA1 (1:400;
Wako), anti-CD68 (1:2000; Serotec), anti-OMP (1:2000; Wako), anti-GFP (1:1000;

Molecular probes), and anti-RFP (1:4000 Rockland) antibodies.

For spine density, eight sections 180 ym apart were selected for each animal, using

the accessory OB as landmark. About 10 GCs (located >60 um in the Granule Cell Layer
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(GCL)) in each animal were imaged for each zone (Fig. 2A) using a confocal microscope
(Zeiss LSM 700). Spines were manually traced using the Filament tracer module of Imaris

software (Bitplane, v7.6.4).

For cell counting, 2-3 slices separated by 180 uym were selected for each animal.
Whole-OB mosaics were obtained using the spining disc confocal microscope Cell
Voyager (CV1000, Yokogawa). Quantification of IBA1" cell density was performed using
the Icy open source platform (www.icy.bioimageanalysis.org). The borders of the RMS,
glomerular layer (GL), Internal Plexiform Layer (IPL), MCL, External Plexiform Layer
(EPL), GCL and Olfactory Nerve (ON) were delineated (Fig. 1A). IBA1" cells were
automatically counted using the “Spot detector” tool. Those containing TdTomato

inclusions were manually counted.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software. We used 1 or 2
way ANOVA followed by Sidak's or Tukey's post-hoc tests where appropriate. Non-
parametric data were analyzed with Log-rank or Kruskal-Wallis' tests where appropriate.

Significance level was set at p<0.05. Data are presented as mean + S.E.M.



3. Results

3.1. Dichlo but not LPS induces olfactory deficit

Olfactory sensory neurons situated in the olfactory epithelium project through the ON to
glomeruli in the GL where they contact output mitral/tufted cells (Fig. 1A and C). Our initial
studies (Lazarini et al., 2012) showed that Dichlo induced olfactory epithelium lesion with
sensory neuron degeneration (Fig. 1C), thus OB deafferentation, leading to OB microglial
activation (Fig.1B) and olfactory loss (Fig. 1Da). To analyse the consequences of
microglial activation per se, we used here intranasal LPS, endotoxin from gram-negative
bacteria, as a control inflammation. A single systemic LPS administration activates
microglia through toll-like receptors, resulting in pro-inflammatory cytokine elevation as
well as delayed and progressive neurodegeneration (Liu et al., 2005; Qin et al., 2007). We
confirmed that one intranasal LPS inoculation resulted in a transient sickness behavior,
evident by a significant decrease in weight at 7 days post-injection (d.p.i.) (% body weight
change: Vehicle: 10.05+2.704, LPS: -15.645.731; Dichlo:5.113+5.397, F213=9.985,
**p=0.002; LPS versus vehicle: t3=4.358, **p=0.0023). Acute injection of LPS activated
OB microglia, as indicated by the strong expression of CD68 (marker of activated
microglia) at 3 d.p.i. (Fig. 1C). However Dichlo —but not LPS— increased IBA1" cell
density in the GL and the ON compared to vehicle (Fig. 1Ga, Fieatment(1,14=49.19,
****Direatment<0.0001, Sidak's post-hoc test ****pgichiovsvenicle<0.0001 in GL and ON),
signifying differential effect of these toxins on the microglial activation state. To test
whether LPS administration resulted in alteration of the sensory organ and then olfactory
deficits, we first quantified staining for OMP (marker of mature olfactory sensory neurons)
in the GL of the OB at 7 d.p.i (Fig. 1C) showing that LPS did not impair olfactory sensory
neurons (lower panel), while Dichlo drastically reduced OMP immuno-reactivity. To assess
olfaction, we used the buried food finding test at 3 d.p.i. Dichlo-injected mice were very

slow to find hidden cereals, and half of them did not even find the food at the issue of the



test (Mantel-Cox log-rank test, x*>=10.39, **p=0.0013; Fig. 1Da). As they covered the same
distance as control mice in open field (Fig. 1Db), their failure in the buried food finding test
was probably due to olfactory loss rather than mobility. Conversely, LPS-injected mice did
not show any impairment in these two tests, indicating that LPS changed neither

locomotion nor olfaction at 3 d.p.i.

3.2. Microglia engulf adult-born neurons in sham and Dichlo-injected mice

To study the interactions between microglia and GCs in the OB, we injected a lentivirus in
the RMS either at P8w (Fig. 1Ea) or at P6d (Fig. 1Eb), thus specifically labeling adult-born
or neonatal-born GCs. All mice were analysed at P11w, 1 week after LPS or Dichlo
treatment (Fig. 1G, H). As shown with confocal microscopy and quantitation (Fig.1F, H) in
all groups of mice, more than 5 % of OB microglial cells engulfed neuronal parts, probably
for degradation. Figure 1F represents a typical interaction between microglia and an
adult-born GC, showing a lateral neuronal process phagocytosed. Furthermore, in the
healthy vehicle-treated OB, the percentage of microglia containing adult-born neuronal
inclusions was 2 to 3 times higher than neonatal-born neurons (31.39 % versus 7.84 % in
GCL, F(1248=6.316, ****p<0.0001; Fig. 1H). Finally, the number of microglia containing
inclusions of adult-born, but not of neonatal-born neurons were significantly higher
following deafferentation. Importantly, variation in the number of microglia with neuronal
inclusions was not dependent on the cell density of virally-labelled GCs, as the number of
labelled neurons and the proportion of phagocytic microglia were not correlated (n=46
slices from all groups of animals, r’=0.02996). Hence, we showed that following olfactory

deafferentation, microglia phagocytosed rather adult-born than neonatal-born neurons.

3.3. Sensory deprivation alters spine density in an age-dependent manner
The enhanced microglial phagocytosis following deafferentation might reflect changes in
pruning of dendritic spines of adult-born neurons. To test this hypothesis, we assessed
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spine density in two different zones of the GCs (Fig. 2A): the medial zone (at the MCL/EPL
transition) and the distal zone (at the end of the dendritic tree in the EPL near the GL).

We first counted the spines of adult-born neurons in mice injected with Dichlo one day
after lentiviral injection (Fig. 2Ba). We found that deafferentation reduced spine density
compared to vehicle both in the medial (**pdgichiovsvenice=0.0013) and distal
(*Pdichiovsvenice=0.0371) zones (Fig. 2B). Three weeks of daily treatment with the anti-
inflammatory drug Minocycline, which inhibits microglia (Lazarini et al., 2012), failed to
restore spine density. Taken together, these observations suggest that inflammation is not
implicated in the spine reduction following deafferentation.

Deafferentation might affect either maturation or pruning of the adult-born neurons as
Dichlo administration took place during early neuronal maturation. To adress this, we
performed a new experiment where mice were injected with Dichlo 2 weeks after neuronal
labelling in order to target more mature neurons (fig 2Ca). In these conditions, Dichlo had
no effect on spine density (Fig. 2Cb). As a control inflammation model we used LPS
treatment, which also failed to impair spine density (fig 2Cc). Finally, we evaluated the
spine density of neonatal-born neurons (fig 2D) which was slightly lower than that of adult-
born neurons (for DMSO-treated mice: F1,113=31.07, ****Paduitvsneonatai<0.0001). Dichlo
(Fig. 2Db) and LPS (Fig. 2Dc) showed no effect on neonatal-born neurons spine density.
Altogether, these data revealed that spine density of adult-born neurons were affected by
sensory deprivation only when neurons were at a very immature stage. These findings are
consistent with previous data showing that activity-driven spine modifications on adult-born

GCs occurs solely on young GCs (Breton-Provencher et al., 2014).



4. Discussion
In the present study, we demonstrate that microglia engulf parts of GCs in the healthy
adult OB, thus continuously shaping OB networks. These data expand on previous
findings showing that microglia participate in shaping CNS networks during development
(Paolicelli et al., 2011; Shafer et al., 2012). Adult-born GCs present unique properties
required for a proper olfactory processing and memory (Alonso et al.,2012; Valley et al.,
2013; Lepousez et al., 2014; Sakamoto et al., 2014). We found that in the adult OB,
microglia preferentially engulf adult-born rather than neonatal-born GCs, and
deafferentation promotes this effect (Fig. 1H). Our findings are in accordance with those
observed in the adult hippocampus, where microglia are shown to participate in the
continuous shaping of neuronal circuits, by phagocytosing newborn neuroblasts (Sierra et
al., 2010). These data support the role of microglial activity in hippocampal-dependent
learning and memory processing (Sierra et al., 2010). We show that microglia are also
important in coping with changing environmental demands, shaping the adult OB circuit in
response to life experience. Further experiments are required to reveal whether microglia
target all adult-born GCs or only the yougest neurons, and how these immune cells
recognize the neuronal parts to engulf.

Here we focus on GCs as most OB adult-born neurons are located in the GCL, with
a preference for deep GCL (Lledo et al., 2006). Adult neurogenesis also gives rise to new
GABA periglomerular cells expressing or not dopamine (Kiyokage et al., 2010), involved in
olfactory processing and innate responses to predator odorants (Lazarini et al., 2014). We
found here that inflammation following Dichlo administration was most prominent in the
GL, with significant microglial proliferation. It would thus be interesting to prolong this study
by investigating the impact of microglial activation on the morphology of these
periglomerular cells.

We previouly showed that Dichlo drastically reduced the survival of adult-born
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neurons (Lazarini et al., 2012). Survival impairments were restored by Mino, suggesting
that the effect of Dichlo on neuronal survival was due to inflammation, and not to sensory
loss itself. There is growing evidence showing the implication of activated microglia in
synaptic pruning (Wu et al., 2015). However, in the present study, the effect of Dichlo on
spine density was not reversed by Mino (Fig. 2Bb). Further experiments using in-vivo 2-
photon microscopy on OB tissue are needed to elucidate the cellular and molecular
interactions between adult-born neurons and microglia.

In conclusion, we provide direct evidence that microglia engulf parts of adult-born
neurons in an afferentation-dependant way. Furthermore, we reveal that spine density of
GCs is resistant to challenges by inflammation and deafferentation, except in a small time-
window following the birth of adult-born neurons. These results call for investigations on
the mechanisms of phagocytic activity of microglia in adult neurogenesis, thus

permanently shaping neuronal connexions in the healthy and pathological OB.
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Figure 1: Differential phagocytosis of adult-born and neonatal-born neurons by

microglia.

(A) OB coronal slice stained with DAPI, showing the different layers of the OB; scale bar:
300 um. (B) Representative images of CD68 staining in the GL 3 days after treatment with
Dichlo, LPS or respective vehicles; scale bar: 20 ym. (C) Representative staining of
coronal OB slices with OMP antibody, showing the projections of olfactory sensory
neurons on the glomeruli of the GL; upper panel: Vehicle = DMSO; lower panel: Vehicle =
intranasal saline; dotted circle: one glomerulus; scale bar. 50 ym. (D) Behavioral
assessments (n=4-12); (a) latency to find hidden cereals in the buried food finding test (at
3 d.p.i. of Dichlo or LPS); (b) total distance moved in open field (at 6 d.p.i.). (E)
Experimental design of assessment of adult-born (a) and neonatal-born (b) neurons
phagocytosis. (F) Example of IBA1" microglia containing TdTomato™ neuronal inclusions;
upper panel: maximum intensity projection; lower panel: single plane showing
colocalization; scale bar: 20 um. (G) Density of IBA1" cells in different layers of the OB: (a)
in mice injected with lentivirus at P8w (n=8); (b) in mice injected with lentivirus at P6d
(n=6-8); (c) in mice injected with lentivirus at P6d (n=6-11). (H) Proportion of IBA1" cells
containing adult-born (a) or neonatal-born (b,c) neuronal inclusions; (a) n=8; (b) n=5-8; (c)

n=6-11. **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001.
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Figure 2

Distal zone
i !

P

R e

TdTomato

a Immature adult-born neurons c
LV-UbiC-TdTomato
Dichlo 3 weeks > HC
Mino treatment
P8w P10w
b *%
=~ 0.6 u
e * Dichlo
= *x o - = Vehicle
204 Dichlo+Mino
2 041 _ = Mino
[= T
(]
T
2 0.2
a
(7]
0
Medial Distal
C a Mature adult-born neurons D a Neonatal-born neurons
Dichlo Dichlo
LV-Ubi(i-TdTomato LPS 1 week rch LV-UbiC-TdTomato LPS 1 week G
)
P8w P10w P11w Po P6 // Psw P10w P11w
b Dichlo C | mLps b Dichlo C | mLpPs
—~0.6] = Vehicle ~0.6 Vehicle —~ 0.6/ ™ Vehicle —0.6] ™ Vehicle
H Il & r £ H
204 204 204 - 20.4.
[} T [7] [} [7]
c c c c T
35 S 35 ]
T T
202 20.2] 2 0.2] 202, o
Q. Q. Q. Q.
7] »n ) »n
Medial Distal Medial Distal Medial Distal Medial Distal



Figure 2: Sensory deprivation alters spine density of adult-born GCs in an age-

dependent manner.

(A) Coronal section of OB showing the two zones considered for spine density analysis of
GCs; scale bar: 40 um. (B) Timeline (a), corresponding spine density quantification (b) and
representative pictures of the medial dendritic portion (c) of adult-born neurons, in mice
treated with Dichlo or Dichlo+Mino the day after neuronal labelling (n=45-48); scale bar:
5 um. (C) Timeline (a) and spine density quantification (b, c) of adult-born neurons, in mice
treated two weeks after neuronal labelling (n=12-32). (D) Timeline (a) and spine density

quantification (b, c) of neonatal-born neurons (n=26-33). *p<0.05, **p<0.01.
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II. RESULTATS

II.B Deuxieme article : Siopi et al., Anxiety- and
Depression-Like States Lead to Pronounced

Olfactory Deficits and Impaired Adult Neu-

rogenests itn Mice

II.B.1 Contexte

Comme nous l'avons déja évoqué dans la partie [.C.6.d, l'olfaction est souvent
fortement atteinte dans la dépression sévere, mais tres peu d’études se sont penchées sur
les mécanismes sous-jacents. L'une des conséquences du stress chronique, qui conduit
a un phénotype dépressif, est le déreglement de I'axe HPA et 1’élévation du taux de

glucocorticoides (voir I.A.5.a.iii).

Dans cette étude, nous avons utilisé 'apport exogene de corticostérone pour pro-
duire un modele murin de dépression. Nous avons étudié I'impact de la corticostérone
sur les néo-neurones du bulbe olfactif dans ce modele de dépression, plus particuliere-

ment au niveau de 'arbre dendritique des néo-neurones (Figure 8 de l'article II.B).

Nous avons également recherché si la fluoxétine, inhibiteur de la recapture de la
sérotonine fréquemment utilisé comme anti-dépresseur, pourrait restaurer les déficits

dis a la corticostérone chronique.

II.B.2 Résumé

Les patients souffrant de dépression sévere ont souvent des troubles olfactifs associés
[Kohli et al., 2016; Negoias et al., 2010; Pause et al., 2001]. Pourtant, les mécanismes
physiopathologiques liant perte olfactive et dépression sont mal connus. Nous avons
fait 'hypothese qu'un facteur important dans ce lien est I’hypercortisolémie, qui est un

symptoéme majeur de la dépression.

L’équivalent du cortisol chez la souris est la corticostérone. Elle est connue pour
corréler négativement avec la neurogenese hippocampique [David et al., 2009; Murray
et al., 2008; Snyder et al., 2011], mais les effets sur la neurogenese adulte bulbaire sont

inconnus.

Dans cette étude, nous avons utilisé un modele murin d’anxiété/dépression basé sur
I’administration chronique de corticostérone , et étudié I'effet de ’antidépresseur fluoxé-
tine sur le comportement, 1’olfaction et la neurogenese adulte dans le gyrus dentelé, le
bulbe olfactif et I’épithélium olfactif.

80



II. RESULTATS

Nous avons commencé par confirmer que la corticostérone chronique provoque un
phénotype anxio-dépressif chez les souris (Figure 1)%, qui est annulé par la fluoxétine
(Figure 2). La corticostérone induit des déficits dans 'acuité olfactive, la discrimina-
tion fine d’odeurs et la mémoire olfactive. Ces déficits sont annulés par la fluoxétine (&
'exception de la discrimination olfactive fine) (Figure 4). Ces déficits ne sont pas diis a
une perte de l'afférence sensorielle, car la corticostérone chronique n’a pas d’effet sur la
prolifération cellulaire dans 1’épithélium olfactif, ni sur les projection des neurones ré-
cepteurs olfactifs sur le bulbe olfactif (Figure 7). La fluoxétine administrée seule affecte
légerement le comportement anxio-dépressif, et induit des déficits olfactifs similaires a
la corticostérone chronique seule (Figure 3). La fluoxétine a donc des effets déléteres

chez le sujet sain.

La prolifération (dans la zone sous-ventriculaire et le gyrus dentelé) et la survie
des néo-neurones (dans le bulbe olfactif et le gyrus dentelé) sont diminuées par la
corticostérone chronique, et restaurées par la fluoxétine (Figures 5 et 6). La complexité
dendritique des néo-neurones du bulbe olfactif et du gyrus dentelé n’est pas affectée
par la corticostérone, mais est augmentée par la fluoxétine seule, avec peut étre un
effet cumulatif de la corticostérone et de la fluoxétine (Figures 5E et 8). La densité
des épines dendritiques n’est, quant a elle, affectée par aucun des deux traitements

(données non montrées).

Cette étude montre que dans un modele murin qui imite la suractivation de I'axe
HPA et le phénotype anxio-dépressif de la dépression sévere, I'olfaction et la neuroge-
nese adulte (prolifération, survie et morphologie des néo-neurones) sont touchées. La
majorité de ces déficits sont annulés par I'anti-dépresseur fluoxétine. La fluoxétine a en
outre un effet propre délétere sur le comportement, 1’olfaction et I’arbre dendritique

des néo-neurones.

I1.B.3 Article

2. Toutes les références a des figures faites dans ce résumé renvoient aux figures de ’article para-
graphe suivant (I1.B.3).
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Anxiety- and Depression-Like States Lead to Pronounced
Olfactory Deficits and Impaired Adult Neurogenesis in Mice

Eleni Siopi,'> Marie Denizet,> Marie-Madeleine Gabellec,'2 Fabrice de Chaumont,** Jean-Christophe Olivo-Marin,>*
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75015 Paris, France, *Institut Pasteur, Unité d’Analyse d’'Images Quantitative, F-75015 Paris, France, “Centre National de la Recherche Scientifique, Unité
de Recherche Associée 2582, F-75015 Paris, France, and >Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale UMR-S 1178, Faculté de Pharmacie,
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Numerous clinical reports underscore the frequency of olfactory impairments in patients suffering from major depressive disorders
(MDDs), yet the underlying physiopathological mechanisms remain poorly understood. We hypothesized that one key link between
olfactory deficits and MDD lies in hypercortisolemia, a cardinal symptom of MDD. Corticosterone (CORT) is known to negatively
correlate with hippocampal neurogenesis, yet its effects on olfactory neurogenesis and olfaction remain unknown. Here we used a rodent
model of anxiety/depression-like states, which is based on chronic CORT administration and studied the effects of the antidepressant
fluoxetine (FLX) on behavior, olfaction, and adult neurogenesis in the dentate gyrus (DG), olfactory bulb (OB), and the olfactory epithe-
lium (OE). Chronic CORT had no effect on cell proliferation in the OE or on olfactory sensory neurons projecting to the OB, but induced
pronounced deficits in olfactory acuity, fine discrimination of odorants and olfactory memory. These alterations were accompanied by a
significant decrease in the number of adult-born neurons in both the DG and OB. Remarkably, FLX not only reversed depression-like
states as expected, but also improved olfactory acuity, memory, and restored impaired adult neurogenesis. However, fine olfactory
discrimination was not restored. Morphological analysis of adult-born neurons in both the DG and the OB showed that dendritic
complexity was not significantly affected by CORT, but was increased by FLX. These findings demonstrate an essential role for glucocor-
ticoids in triggering olfactory impairments in MDD and highlight a novel therapeutic effect of FLX.

Key words: corticosterone; dentate gyrus; olfactory bulb; olfactory epithelium; serotonin; subventricular zone

fSigniﬁcance Statement \

Increasing clinical reports show that major depression is characterized by pronounced olfactory deficits, yet the underlying
mechanisms remain unknown. In this work, we used an endocrine model of depression to study whether hypothalamic-pituitary-
adrenal axis perturbation could be sufficient to provoke olfactory impairments. We found that chronic corticosterone not only
induces marked deficits in olfactory acuity, fine discrimination and olfactory memory, but also significantly decreases bulbar and
hippocampal neurogenesis. Importantly, the antidepressant fluoxetine restores both adult neurogenesis and depressive states,
and improves most olfactory functions. Our data reveal that impairment of hypothalamic-pituitary-adrenal axis during depres-
sion can lead to olfactory deficits and that the neurogenic effects of selective serotonin reuptake inhibitor antidepressants can
successfully restore certain olfactory functions. J

response to treatments remain poorly understood (Krishnan and
Nestler, 2008). Increasing clinical reports underscore the fre-
quency of olfactory impairments in patients suffering from
MDDs (Pause et al., 2001; Negoias et al., 2010), yet, it remains

Introduction
Major depressive disorders (MDDs) are highly prevalent and de-
bilitating conditions, whose pathophysiological mechanisms and
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unclear how mood states and olfactory processes interact in psy-
chiatric disorders such as MDDs.

Olfactory deficits in MDDs could be partly due to endocrine
dysfunction, which is suspected to play a key role in anxiety/
depressive disorders. In fact, ~80% of severely depressed patients
exhibit chronic hyperactivity of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis, mainly reflected by an excess of plasma cor-
tisol (Anacker et al., 2011). This phenomenon is modeled in
rodents, which show HPA axis abnormalities and increased cor-
ticosterone (CORT) levels upon unpredictable chronic mild
stress, early life stress, or chronic social stress (Lehmann et al.,
2013). Both the hippocampus and the olfactory bulb (OB) are
densely populated with receptors for glucocorticoids (Morimoto
et al,, 1996). Although the effects of glucocorticoids in the adult
OB remain relatively unknown, they play an important role in the
hippocampus by negatively regulating the HPA axis, resulting in
stress resilience. In conditions of chronic stress, when there is a
sustained overproduction of glucocorticoids, this inhibitory
feedback is impaired, creating a cascade of hippocampal dam-
age and resulting in maladaptive stress responses (Selye, 1950;
Mirescu and Gould, 2006).

Abundant evidence suggests that chronic stress is highly reg-
ulated by adult hippocampal neurogenesis (Dranovsky and Hen,
2006). In rodents, adult neurogenesis is a key mechanism to
maintain plasticity in response to both internal and environmen-
tal challenges (Lledo et al., 2006), and its functional relevance
ranges from perceptive to cognitive functions, including mood
regulation, pattern separation, learning, memory, and behavioral
responses to olfactory cues (Breton-Provencher et al., 2009; Laza-
rini and Lledo, 2011; Alonso et al., 2012). Abnormal hippocam-
pal neurogenesis is likely to participate in psychiatric disorders,
such as depression (Sahay and Hen, 2007), and the production of
adult-born hippocampal neurons is influenced by stress and glu-
cocorticoids (Murray et al., 2008; David et al., 2009; Snyder et al.,
2011). In MDD patients and mouse models of chronic stress,
there is evidence for reduced hippocampal volume and impaired
adult neurogenesis, both of which can be restored by antidepres-
sant treatments (Campbell et al., 2004; Boldrini et al., 2009).
Moreover, adult hippocampal neurogenesis is required for the
response to antidepressants (Santarelli et al., 2003; David et al.,
2009), and adult-born neurons are essential in restoring hip-
pocampal inhibitory control over the HPA axis and in normaliz-
ing glucocorticoid levels following chronic stress (Snyder et al.,
2011).

In this work, we determine whether such a link could be also
drawn between HPA axis dysfunction and olfactory neurogen-
esis. In rodents, newborn neurons from the lateral wall of the
subventricular zone (SVZ) migrate en route to the OB, where they
differentiate into bulbar interneurons. The few existing studies
on the impact of chronic stress on olfactory neurogenesis show
mixed results. While prolonged mild stress or CORT treatment
has been shown to decrease cell proliferation in the SVZ (Hitoshi
etal., 2007; Lau et al., 2011), there is contradictory evidence that
the latter is not sensitive to repeated stress (Chen et al., 2006;
Surget et al., 2008). Nevertheless, clinical studies have reported
that adults with a history of childhood stress or MDD can have
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reduced OB volume (Negoias et al., 2010; Croy et al., 2013),
suggesting a potential impact of chronic stress on OB
functioning.

To investigate whether defects in the HPA axis could alter
olfactory neurogenesis and olfaction, we used a neuroendocrine
mouse model of anxiety/depression (David et al., 2009). We
found that chronic CORT affects adult neurogenesis and induces
both anxiety/depression-like states and olfactory impairments.
We then report that coadministration of the antidepressant flu-
oxetine (FLX), a selective serotonin reuptake inhibitor, restores
adult neurogenesis and attenuates the olfactory deficits.

Materials and Methods

Subjects

Experiments were performed using adult male C57BL/6Ntac mice (8
weeks old, 20-25 g), purchased from Taconic Farms. They were housed
in groups of five and maintained in standard conditions (controlled
room temperature and humidity, 12 h light/dark cycle, with lights on at
8:00 A.M., ad libitum access to dry food pellets and water) at the Pasteur
Institute animal care facility, officially registered for experimental studies
on rodents (approval number for animal care facilities: A 75-15-01-6
2014-720). These studies were performed in compliance with the French
legislation (Decree of Feb 1,2013,2013-118) and the European Commu-
nities Council Directive of Sept 22, 2010 (2010/63/EEC). Experimental
designs and procedures were approved by the local ethics committee (no.
2011-0020, CETEA 59 and no. 2013-0081, CETEA 89).

Drugs

The §ose of CORT and FLX treatments was selected upon previous stud-
ies (David et al., 2009). CORT (4-pregnen-11b-diol-3 20-dione 21-
hemisuccinate, from Sigma-Aldrich) was dissolved in its vehicle (0.45%
hydroxypropyl-B-cyclodextrin, 8-CD, Sigma-Aldrich) and was available
ad libitum in drinking water (35 ug/ml/d, equivalent to ~5 mg/kg/d).
FLX (Anawa Trading, 18 mg/kg/d) was delivered either with the vehicle
or with CORT. During the period of water restriction, CORT was admin-
istered intraperitoneally (i.p.) as previously described (Harris et al.,
2011).

Design and treatment groups
Mice were divided in a total of 11 treatment groups (total n = 105) for
four separate experimental sets.

Experimental set 1. Impact of CORT and FLX on behavior, olfaction
and adult neurogenesis (Figs. 1, 2, 4—6). One group received the vehicle
(n = 12) for 20 weeks and the second group received CORT (n = 20) for
20 weeks. The third group received CORT during 6 weeks and then
CORT+FLX during 14 weeks (n = 35). Using standard behavioral tests,
we confirmed the anxious-depressive phenotype of mice at 4 weeks of
CORT treatment (Fig. 1). One test per day was performed in the follow-
ing order: open field, elevated plus maze, novelty suppressed feeding and
splash test. Then, olfactory tests were conducted at the eighth week of
CORT treatment, using fewer mice in each group (vehicle group: n = 8;
CORT group: n = 8; CORT+FLX group: n = 35). The choice of mice was
random and the remaining animals were eliminated from the study.
Following 1 week of training in the olfactometers, olfactory tests lasted 5
weeks (Fig. 3). Olfactory perception was assessed 4 weeks following the
onset of FLX administration. Simple and difficult olfactory discrimina-
tion (carvones and carvone mixtures) was assessed at 6 and 7 weeks,
respectively, following the onset of FLX treatment. Finally, olfactory
memory was assessed at 12 weeks following the onset of FLX treatment.
All'mice (n = 51) were subjected to behavioral essays at week 16 of CORT
onset (1 test per day, as follows: open field, elevated plus maze, novelty
suppressed feeding, splash test, tail suspension test, and forced swim test;
Fig. 2) and to an olfactory memory test at week 18 (Fig. 3F). Immuno-
histochemistry was performed at week 20 using 10 mice from the
CORT+FLX group, five mice from the vehicle group and five mice from
the CORT-treated group, that were randomly chosen (see Figs. 5, 6).

Experimental set 2. Impact of chronic FLX on behavior (Fig. 3). One
group received the vehicle (# = 10) and the other group received FLX
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Figure 1.

Chronic CORT treatment induces anxiety and depression-like states. Following 4 weeks of CORT administration, anxiety, and depression-like behaviors were assessed using the open

field, elevated plus maze, novelty suppressed feeding test, and splash test. CORT decreased the time spent (4) in the center of the open field and (B) in the open arms of the elevated plus maze. (,
Graph showing the latency to feed in the novelty suppressed feeding paradigm, presented as the fraction of mice that did not eat over a period of 10 min. D, CORT did not affect feeding drive. E,
CORT-treated mice displayed an increased latency to groom in the splash test. F, The total number of grooming sessions within the 6 min trial was significantly decreased by CORT. Values are plotted
as mean == SEM (n = 12 for vehicle-treated and n = 55 for the CORT group). *p << 0.05, ***p << 0.001 compared with vehicle-treated.

(n = 10) for 14 weeks (Fig. 3A). Olfactometry was performed following 2
weeks of FLX treatment and lasted 6 weeks. Mice were then subjected to
behavioral analysis at week 10 (1 test per day as follows: open field, elevated
plus maze, novelty suppressed feeding, splash test, tail suspension test and
forced swim test) and to an olfactory memory test at week 12.

Experimental set 3. Impact of CORT on cell proliferation in the olfac-
tory epithelium (see Fig. 7). Immunohistochemistry was done using two
groups of mice, one group that was treated with CORT during 4 weeks
(n = 5) and a group that received the vehicle (n = 5).

Experimental set 4. Impact of FLX on the morphology of adult-born
OB neurons in CORT-treated and naive mice (see Fig. 8). The first group
(n = 4) received the vehicle and the second group (n = 4) received CORT
during 11 weeks. The third group received CORT during 4 weeks and
then CORT+FLX during 7 weeks (n = 4). The fourth group (n = 4)
received the vehicle during 4 weeks and then FLX during 7 weeks (see Fig.
8A). A lentiviral vector was injected in the SVZ at week 8 to label adult
newborn neurons (see Fig. 8C). Immunohistochemistry was performed
at week 11.

Behavioral assessment

A battery of behavioral tests was used for the mice included in experi-
mental sets 1 and 2, to assess locomotor activity, anxiety and depression-
like behavior and olfaction.

Open-field. Animals were placed in white Plexiglas containers (43 X 43
cm?) and their behavior was recorded by a video camera during 30 min.
A tracking system (Noldus Ethovision 3.0) was used to map center and
periphery zones and to calculate the time spent in each zone.

Elevated plus maze. The test was conducted using a plus-cross-shaped
apparatus made of black Plexiglas that was elevated 58 cm above the floor
and comprised two open and two closed arms (30 X 6 cm) that extended

from a central platform (7 X 7 cm). The Noldus Ethovision 3.0 tracking
system was used to record behavior for 6 min. The time spent and entries
in center, open arm, and closed arm zones were calculated.

Novelty suppressed feeding. The test container used was a white plastic
box (50 X 50 X 20 cm) whose floor was covered by wooden bedding.
Twenty-four hours prior testing, all food was removed from the home
cage. A single food pellet (regular chow) was adhered on a piece of What-
man paper and positioned in the center of the container that was brightly
illuminated. The latency to eat was measured during 10 min as previously
described (David et al., 2009). At the end of each session, the animals
were immediately transferred into their home cage and the amount of
food consumed over the subsequent 5 min period, as well as their body
weight, were measured as a control of feeding drive.

Splash test. The test consisted in squirting ~200 ul of a sucrose solu-
tion on the dorsal coat of the mouse, as previously described (Surget et
al., 2008). Grooming latency, frequency, and duration were assessed dur-
ing 6 min.

Tail suspension test. Mice were suspended by the tail using adhesive
tape on a metal rod of an automated tail suspension apparatus (Bioseb),
as previously described (Cryan et al., 2005). Immobility time and power
of movement were recorded during a 6 min period.

Forced swim test. The test was performed using an automated forced
swim test software (Bioseb), as previously described (Garza et al., 2012).
Total immobility time, swimming, and climbing states were measured
during a 6 min session.

Olfactometry

Mice were partially water-deprived for 1 week and were then trained
using an operant conditioning go/no-go procedure in computer-
controlled olfactometers (Fig. 4A) as described previously (Alonso et al.,
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Figure 2.

Effects of FLX on CORT-induced anxiety- and depression-like states. A, Diagram depicting experimental groups and study design. Animals were tested in the open field, elevated plus

maze, novelty suppressed feeding, splash test, tail suspension test, and forced swim test paradigms successively, with a T d interval. B—G, Following 16 weeks of CORT and 10 weeks of CORT+ FLX
treatment, (B) the latency to eat in the novelty suppressed feeding paradigm was significantly increased by CORT and attenuated by FLX. €, Neither CORT nor CORT+FLX induced any change in
feeding drive, reflected by the amount of pellet consumed during 5 min after the test. D, E, CORT-treated mice displayed both increased grooming latency and decreased grooming frequency in the
splash test, which were abrogated by FLX. F, G, Average immobility time was not significantly affected by CORT in the tail suspension test, but it was notably increased in the forced swim test. FLX
did not induce any statistically significant effect. Values are plotted as mean == SEM (n = 8 for the vehicle and CORT groups, n = 35 for the CORT + FLX group). *p << 0.05, **p << 0.01, ***p <

0.001, *#p < 0.001. IHC, Immunohistochemistry.

2012; www.olfacto-meter.com). In this paradigm, mice were trained to
respond to the presence of a rewarded stimulus odorant (S ™) by licking
the water delivery tube, and to refrain from responding to the presence of
non-rewarded stimulus odorant (S 7). A response in an S trial and an
absence of response in an S~ trial were scored as correct. Accuracy was
scored for each block of 20 trials. Mice were subjected to a daily session of
eight blocks. Monomolecular odorant compounds and binary odorant
mixtures (Sigma-Aldrich), were diluted either in water or in mineral oil
(MO), and 10 ml of the resulting solution was used as the odorant source.

Olfactometry was performed in the following order: (1) training and
discrimination of isoamyl-acetate (IAA) versus MO (1st and 2nd weeks),
(2) odorant (N-butanol) detection threshold (3rd and 4th weeks), and
(3) carvone and carvone mixture discrimination (5th and 6th weeks).
Olfactory memory was assessed in one session following a 4 week interval
from the end of the 5th week.

In the odorant detection threshold test, mice were tested for their
ability to detect successively descending decimal concentrations of
N-butanol (S™) diluted in water (S), starting with a concentration of
0.01%. The session ceased at the achievement of criterion performance

(=75% of correct responses in at least one block). The odorant detection
threshold test ceased when the criterion performance was not achieved
after three successive sessions with the same odorant dilution. The accu-
racy criterion (=75% of correct responses in at least 1 block) was used to
calculate odorant detection threshold.

In the odorant mixture discrimination tasks, mice were trained to distin-
guish between two carvone enantiomers diluted in MO: 0.1% carvone *
(S*)and 0.1% carvone ~ (S ). Carvones belong to the terpenoid family and
are food scents. S *-carvone smells like caraway (Carum carvi) and Anethum
graveolens, whereas S ™ -carvone smells like spearmint. Mammals, including
humans, are able to spontaneously discriminate between the two carvone
enantiomers (Linster et al., 2002). Mice were then tested in two discrimina-
tion tasks including carvone mixtures. In the first task, S * was attributed to
asolution of 80% carvone * and 20% carvone ~,and S ~ to a solution of 20%
carvone " and 80% carvone . In the second task, the S odorant was a
solution of 60% carvone © and 40% carvone —, whereas S ~ was a solution of
40% carvone * and 60% carvone ~.

For the olfactory memory task, mice underwent eight blocks of 20
trials every day for 5 consecutive days, to recall distinguishing between
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Chronic FLX affects anxiety/depression-like states and impairs olfaction. A, Diagram showing experimental groups and study design. B, When administered alone, chronic FLX

generated some anxiety and depression-related behaviors in otherwise naive mice, mainly an increase in feeding latency in the novelty suppressed feeding paradigm. C, Chronic FLX impaired
olfactory acuity since FLX-treated mice required significantly higher concentrations of N-butanol for odorant detection compared with vehicle-treated animals. Mice treated with FLX displayed a
poorer learning rate compared with vehicle-treated animalsin D the 80/20 versus 20/80 carvone mixture task, albeit reaching the same final score. E, In the more difficult discrimination task of 60/40
versus 40/60 carvone mixtures, FLX-treated mice displaying a weaker learning rate as well as a lower final score. F, To assess olfactory memory, mice were trained to distinguish between carvone *
and carvone ~ during 5 consecutive days. Mice were then retested for the carvone discrimination task at 30 d (t 30) following the end of the training session (t 0). FLX-treated animals exhibited an
olfactory memory deficit. Values are plotted as mean = SEM (n = 8 —10/group). *p << 0.05, **p < 0.01.

carvone " and carvone ~. Then, mice were tested on the same task after a
rest period of 4 weeks, in one block of 20 trials, but with no reward given
for a correct response.

Bromodeoxyuridine injections. Mice were intraperitoneally injected
with a DNA synthesis marker, bromodeoxyuridine (BrdU; 100 mg/kg,
Sigma-Aldrich). They received one injection 2 h before perfusion for the
analysis of cell proliferation, or four injections, at 2 h intervals, on a single
day, 4 weeks before perfusion, for the analysis of cell survival.

Stereotaxic lentiviral injections

To study the morphology of adult-born neurons, a replication-deficient
lentiviral vector expressing green fluorescent protein (GFP) under con-
trol of the cytomegalovirus (CMV) promoter (LV-CMV-GFP with a viral
titer of 109 units/ml) was used as previously described (Lazarini et al.,
2014). The concentration of lentiviral vector particles used for injection
was 13.8 ng of viral antigen per microliter assayed by ELISA (~10'°
transduction units per milliliter). The LV-CMV-GFP vector was pre-
pared at the ENP vector platform (www.paris-neuroscience.fr). Mice
were deeply anesthetized by a mixture of ketamine and xylazine (100
mg/kg ketamine, 16 mg/kg xylazine). Small craniotomies were per-
formed above the injection sites using a dentist drill. We performed
bilateral virus injections (200 nl per site) into the rostral migratory
stream (RMS) at +3.30 mm anteroposterior and *0.82 mm mediolat-
eral from bregma, and —2.90 mm dorsoventral from skull surface, to
label SVZ-generated neuroblasts that migrate toward the OB. Mice were
then transferred to their home cage for recovery.

Immunohistochemistry

Mice were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (i.p., 100 mg/
kg, Sanofi) and perfused transcardially with a solution containing 0.9%
NaCl and heparin (5 X 10° U/ml, Sanofi-Synthelabo) at 37°C, followed
by 4% paraformaldehyde in phosphate buffer, pH 7.3. Olfactory epithelia
(OE) and brains were removed and postfixed by incubation in the same
fixative at 4°C overnight. OE were cryoprotected by incubation in 30%
sucrose in PBS for 24 h, and then embedded in Tissue-tek (Sakura). OE
20-pum-thick coronal sections were obtained using a cryostat (CM3050S,
Leica) and were thaw-mounted onto coated glass slides (Superfrost
Plus). Forty-micrometer-thick coronal brain sections were obtained us-
ing a vibrating microtome (VT1000S, Leica). In the experiments using

viral labeling of neuroblasts, 60-um-thick coronal sections were pre-
pared. Immunostaining was performed on free-floating sections for
brain slices and fixed sections for OE. Nonspecific staining was blocked
by 0.2% Triton, 4% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 2% goat
serum. Slices were first incubated with primary antibodies at 4°C
overnight, and then with secondary antibodies (biotinylated or Ale-
xaFluor-conjugated secondary antibodies, Jackson ImmunoResearch
Laboratories) at room temperature. Primary antibodies used in this
study and their working dilutions are listed in Table 1.

For doublecortin (DCX) immunolabeling, brain sections were prein-
cubated in citrate buffer (10 mm, pH 9.0) at 80°C for 20 min. For Ki67
immunostaining, OE sections were preincubated in citrate buffer (10
mu, pH 6.0) at 80°C for 20 min. For BrdU staining, DNA was denatured
with 2N HCl at 37°C for 30 min. Fluorescent sections were stained with
the nuclear dye 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and then
mounted in a solution of 1,4-diazabicyclo [2.2.2] octano (Sigma-
Aldrich). Immunoperoxidase-labeled cells were detected with a per-
oxidase-conjugated secondary antibody (ABC system, Vector Laborato-
ries), using biotinylated donkey anti-rat, goat anti-rabbit or horse anti-
goat IgG (1:200, Vector Laboratories) and 3,39-diaminobenzidine
(0.05%) as a chromogen (Sigma-Aldrich).

For morphologic analysis of adult-born neurons in the OB, the label-
ing was enhanced with a GFP immunostaining (rabbit anti-GFP primary
antibody, 1/1000, and goat anti-rabbit second antibody, 1/500, Invitro-
gen). DAPI (1/5000) was used as a nuclear stain.

Image acquisition and quantification analysis

Immunofluorescence was analyzed using a confocal laser-scanning mi-
croscope (LSM 710; Zeiss) with Zen Imaging software (Zeiss) and a
confocal spinning disk Cell Voyager (CV1000, Yokogawa). For the anal-
ysis of immunoperoxidase-labeled cells, reconstructed images of the
dentate gyrus (DG), SVZ, and OB were taken using an Olympus BX51
microscope (20X objective) and the Compix Imaging software
(Hamamatsu Photonics).

Quantification was performed using the Icy open source platform
(http://www.icy.bioimageanalysis.org; Olivo-Marin, 2002; de Chau-
mont et al., 2012). The internal and external borders of the RMS, the
glomerular layer (GL), and granule cell layer (GCL) of the OB were
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attenuated by FLX. Values are plotted as mean = SEM (n = 8 for vehicle and CORT-treated; n = 35 for CORT+FLX). *p << 0.05, **p << 0.01.

delineated and DCX * and BrdU * cells were counted manually using

Table 1. Detailed information on the primary antibodies used in this study the plugin “Manual counting” (http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/
manual_counting). Regions-of-interest were designed with the ring pl-

Working . o e . e

Antibody  Manufacturer Marker dilutions ugin (http://icy.bioimageanalysis.org/plugin/Ring ROI). .Val.ues are ex-

pressed as the mean of total DCX ™ or BrdU ™ cell count in six OB slices
BrdU Abcys, ABC117-7513 Proliferating cells 1:1000 per animal.
DCK Abcam, ab 18723 Neuroblasts 0.5 pg/ml For the quantification of DCX immunoreactivity (IR) in the SVZ and
G.FP Molecular Probes LV'(.MV'G.FP 1:1000 olfactory marker protein (OMP) IR in glomeruli of the OB, pixel density
Ki67 At?‘f"“' ab?66§7 Proliferating cells 1:500 was computed using the plugin “Thresholded pixel density.” This plugin
N:Au;\l mxhpme Bioscience Research Reagents, Nﬁurons 5‘“ g/ml computes the number of pixels over a threshold in a given region of
0 8377 Olfactory sensory neurons - 1:2000 interest over the total number of pixels present in the region of interest

Wako, 544-10001 (http://icy bioimageanalysis.org/plugin/Thresholded_pixel_density). For OMP
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IR, six glomeruli of the dorsomedial part of OB coronal sections were
selected and assessed for each animal. The batch mode of this analysis is
available as a protocol [http://icy.bioimageanalysis.org/protocol/Pix- el-
_density_(batch_mode)]. All the codes and implementation of these
programs are available online. For the quantification of Ki67 ™ cells in the
OE, serial sections of the olfactory mucosa situated through the anterior
end of the OB were analyzed blindly. Four to six serial sections were
chosen per animal (5 animals analyzed per group, 6—7 zones analyzed per
OE section).

For hippocampal analysis, values are expressed as the mean total num-
ber of DCX* or BrdU ™ cells counted manually in 8 DG sections per
animal. For BrdU and neuronal nuclei (NeuN) double-staining analysis,
positive cells were counted in the GCL (6 slices per animal, 4 mice ana-
lyzed per group, 80-120 BrdU " cells analyzed) and in the DG (8 slices
per animal, 4 mice analyzed per group, 20-30 BrdU * cells analyzed).
Data are expressed as the number of double-labeled cells in the GCL
and DG.

For the analysis of dendritic morphology of adult newborn OB neu-
rons, 8 coronal sections of a 180 wm distance were selected, taking the
accessory OB as a landmark. Fifteen neurons (located =40 um in the
GCL) were selected for each animal. These neurons were imaged using a
confocal microscope (Zeiss LSM 700, 25X objective, 0.5-1 numerical
zoom). The dendritic tree was manually traced using the Filament tracer
module of the Imaris Bitplane software v7.6. Total dendritic length,
number of branches and Sholl data were collected. For Sholl analysis,
virtual concentric circles were traced at every micrometer starting from
the beginning of the dendrite, and the number of intersections between
the dendritic tree and each circle were counted as previously described
(Pallotto et al., 2012). For the analysis of dendritic morphology of hip-
pocampal adult-born neurons, the maturation index was calculated as
previously described (Mendez-David et al., 2014). DCX * cells were sub-
categorized according to their dendritic morphology as DCX ™ cells
without and DCX * cells with tertiary (or higher order) dendrites. The
maturation index was defined as the ratio of DCX ™ cells possessing
tertiary dendrites to the total number of DCX * cells.

Statistical analysis

All data were expressed as mean = SEM. Statistical analyses were
performed using the Prism software (GraphPad v6), with p < 0.05
considered statistically significant. Data were analyzed using un-
paired two-tailed Student’s ¢ test, one-way ANOVA or two-way
ANOVA followed by Bonferroni post hoc test or Mantel-Cox log-rank
test when appropriate.

Results

Chronic CORT treatment induces anxiety- and depression-
like states in mice

Using standard tests for anxiety and depression, we confirmed
that chronic treatment with CORT triggers an anxiety/
depression-like phenotype that is responsive to chronic FLX
treatment. At 4 weeks of treatment, CORT decreased the time
spent in the center of the open field (185 £ 12svs 333 £ 435, =
4.53, p < 0.001, unpaired ¢ test; Fig. 1A), and in the open arms of
the elevated plus maze (39 £ 3svs58 = 115, = 2.19, p = 0.03,
unpaired t test; Fig. 1B). In the novelty suppressed feeding test,
CORT significantly increased feeding latency (359 = 23 s vs 97 +
125, p < 0.001, Kaplan—Meier survival analysis, Mantel-Cox log-
rank test; Fig. 1C) without affecting feeding drive (Fig. 1D),
whereas in the splash test CORT increased grooming latency
(207 = 17 s vs 55 = 12's, p < 0.001, Kaplan—Meier survival
analysis, Mantel-Cox log-rank test; Fig. 1E) and decreased
grooming frequency (2 £ 0.2 vs 5 = 0.8, t = 4.78, p < 0.001,
unpaired ¢ test; Fig. 1F).

At 16-17 weeks of CORT treatment (Fig. 2A), feeding latency
in the novelty suppressed test remained significantly increased
(470 = 52 s vs 80 = 155, p < 0.001, Kaplan—Meier survival
analysis, Mantel-Cox log-rank test; Fig. 2B) without changes in
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feeding drive (vehicle: 0.29 * 0.05; CORT: 0.25 = 0.06;
CORTHFLX: 0.23 = 0.07; F(5 44 = 0.19, p = 0.1, one-way
ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 2C). Moreover, changes in
grooming behavior persisted, namely decreased grooming fre-
quency (3 = 0.3 vs 6 = 0.7; F, 44y = 7.09, p = 0.03, one-way
ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 2D) and increased latency
to groom (116 = 18 s vs 29 = 7 s, p < 0.001; Kaplan—Meier
survival analysis, Mantel-Cox log-rank test; Fig. 2E). CORT also
increased immobility in the forced swim test (119 = 18 svs 230 =
37 83 Fp44) = 4.13, p = 0.02, one-way ANOVA, Bonferroni post
hoc test; Fig. 2F) and in the tail suspension test, albeit in a non-
significant manner (Fig. 2G). Chronic FLX exerted anti-
depressant effects that were mainly prominent in the novelty
suppressed feeding and splash tests. More specifically, FLX re-
stored feeding latency (176 % 34 s, p < 0.001 vs CORT, one-way
ANOVA, Bonferroni post hoc test), as well as grooming frequency
(6 = 0.5, p = 0.002 vs CORT, one-way ANOVA, Bonferroni post
hoc test) and latency to groom (27 * 4's, p < 0.001 vs CORT,
Kaplan—Meier survival analysis, Mantel-Cox log-rank test; Fig.
2B,D,E). When administered alone for 10-11 weeks (Fig. 3A),
chronic FLX generated some anxiety-related behaviors in other-
wise naive mice, reflected mainly by an increase in feeding latency
in the novelty suppressed feeding test (vehicle: 81 = 13 s; FLX:
212 = 4255, = 3.3, p = 0.005, unpaired ¢ test; Fig. 3B). Together,
these data indicate that chronic CORT exposure induces an
anxiety/depression-like state in mice that is reversed by pro-
longed coadministration of FLX.

Olfactory discrimination is impaired by chronic CORT and
not restored by FLX

To test whether the observed anxiety/depression-like state was ac-
companied by olfactory deficits, we first evaluated olfactory discrim-
ination by using an automated operant conditioning procedure (a
go/no-go test; Fig. 4A). Mice were trained to recognize IAA as the
stimulus rewarded with water (S*) and MO as the non-rewarded
stimulus (S ; Fig. 4B). In the next step, mice were trained to distin-
guish between two carvone enantiomers diluted in MOj; carvone *
(S*) and carvone ~ (S”); and we then assessed fine olfactory dis-
crimination using binary mixtures of the same carvone enantiomers
(Fig. 4C). We observed that CORT and CORT+FLX did not affect
acquisition and success rates in the simple discrimination task of TAA
versus MO and in the carvone enantiomer task (Fig. 4 B,C). How-
ever, in the “difficult” mixture discrimination task, the performance
of CORT-treated animals was significantly poorer compared with
controls and was not restored by FLX (two-way repeated mesures
ANOVA, 8/2 mixture ratio task: treatment factor F(, 4,y = 5.04, p =
0.01; 6/4 mixture ratio task: treatment factor F, 4,) = 5.43, p = 0.01;
Fig. 4C).

Olfactory acuity is impaired by chronic CORT and restored
by FLX

Mice were trained to detect successively descending decimal con-
centrations of N-butanol (S™) diluted in water (S~), starting
with a concentration of 0.01%. CORT decreased the detection
threshold by two orders of magnitude (Fig. 4D; mean odorant
dilution (—log); vehicle: 8.2 * 0.4; CORT: 6.5 = 0.3; F(5 44y =
4.23, p = 0.02, one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test). Co-
treatment with FLX attenuated the CORT-induced deficit (Fig.
4D; mean odorant dilution (—log); 7.7 £ 0.3, p = 0.03, one-way
ANOVA, Bonferroni post hoc test).
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Olfactory memory is affected by chronic CORT and improved
by FLX

We assessed long-term olfactory memory by using the same pair
of carvone isoforms (Fig. 4E). Thirty days following task consol-
idation, the ability of mice to recognize carvone * and carvone ~
enantiomers was re-evaluated, using one block of 20 trials that
was devoid of water reward. Four weeks following task consoli-
dation, the performance of CORT-treated mice was near chance
level, revealing that chronic CORT impaired olfactory memory
[mean correct response; vehicle: 72.5%; CORT: 50.6%; p =
0.002, two-way ANOVA; F, 4, (treatment X memory) = 7.22].
Treatment with FLX was able to improve performance (mean
correct response; 61.3%, p < 0.05 compared with CORT).

Olfaction is impaired by chronic FLX

Although FLX restored most CORT-induced olfactory deficits, it
significantly impaired olfaction when administered alone chron-
ically (Fig. 3C-F). FLX induced a substantial decrease in olfactory
acuity [mean odorant dilution (—log); vehicle: 6.5 = 0.2; CORT:
4.1 +0.8;t = 3.28,df = 16, p = 0.003, unpaired ¢ test; Fig. 3C].
Fine discrimination was also affected (Fig. 3 D, E), and this effect
was most prominent in the 6/4 versus 4/6 carvone mixture task
(two-way ANOVA; F(, |4 treatment = 8.59, p = 0.01; Fig. 3E).
Long-term olfactory memory was also significantly impaired by
FLX (two-way ANOVA; F(, 5, interaction = 16.45, p = 0.003;
Fig. 3F).

Adult neurogenesis is impaired by chronic CORT and
restored by chronic FLX
We then investigated whether adult neurogenesis was affected by
CORT. We measured the production of new neurons in the SVZ
and DG and their survival rate in the OB and DG. Quantitative
analysis of the population of adult-born neurons at 20 weeks of
CORT and 14 weeks of CORT+FLX treatment showed a signif-
icant twofold decrease in the number of DCX ™ neurons in the
DG that was reversed by FLX (mean cell number; vehicle: 4782 *
115; CORT: 1879 * 286; CORT+FLX: 7439 * 910 cells; Foig =
7.06; CORT vs vehicle: p = 0.04; CORT vs CORT+FLX: p =
0.002; one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 5A, D). On
the other hand, neither CORT nor CORT +FLX altered the num-
ber of DCX ™ in the SVZ (Fig. 5B, F). These results indicate that
CORT affects differentially the two stem cell niches of the adult
brain, reducing neural production in the DG but sparing SVZ
neurogenesis. Yet, we found that the number of DCX * neurons
in the core of the OB, the RMSob, was decreased in the CORT
group, and this effect was reversed by FLX (vehicle: 15,834 =+
1049; CORT: 10,316 * 310; CORT+FLX: 15,590 = 1332 cells;
F;.18) = 5.78; CORT vs vehicle: p = 0.04; CORT vs CORT +FLX:
p = 0.03, one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 5C,H ).
Moreover, the number of DCX™ cells was notably reduced by
CORT and restored by FLX in the GCL (vehicle: 29,292 * 1159;
CORT: 15,876 * 355; CORT +FLX: 29,545 *+ 4557 cells; F, 1) =
4.02; CORT vs vehicle: p = 0.05; CORT vs CORT+FLX: p = 0.05,
one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 5C,G) and in the
GL (vehicle: 2491 *= 64; CORT: 1387 = 158; CORT+FLX:
2476 * 282; F(, 1) = 5.72; CORT vs vehicle: p = 0.04; CORT vs
CORT+FLX: p = 0.03, one-way ANOVA, Bonferroni post hoc
test; Fig. 5I). Therefore, it is likely that CORT affects olfactory
adult neurogenesis by altering neuronal survival in the OB, while
leaving intact cell production in the SVZ.

To address this question more directly, we examined both cell
proliferation and survival in the DG and OB, by measuring
BrdU ™ cells 2 h and 1 month following BrdU injection, respec-
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tively (Fig. 6A). BrdU ™ cell counting confirmed that CORT sig-
nificantly decreases cell proliferation in the DG, whereas FLX
completely restores it (mean BrdU * cell number; vehicle: 723 +
60; CORT: 414 *+ 58; CORT+FLX: 985 * 126 cells; F, 15, = 5.76;
CORT vs vehicle: p = 0.05; CORT vs CORT+FLX: p = 0.02,
one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 6 B, F). However,
neither CORT nor CORT +FLX altered the number of BrdU ™ in
the SVZ (Fig. 6G).

Moreover, CORT induced a twofold decrease in the survival
of newborn cells in the DG (BrdU * cell number; vehicle: 361 +
30; CORT: 207 * 29; F(, 15) = 0.58, p = 0.02, one-way ANOVA,
Bonferroni post hoc test; Fig. 6H ). FLX reversed this effect albeit
in a nonsignificant manner. Likewise, cell survival was reduced by
CORT in the OB, both in the GL (BrdU " cell number; vehicle:
997 * 123 cells; CORT: 523 * 60 cells; F(, 5, = 1.17, p = 0.05,
one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig. 6) and the GCL
(BrdU " cell number; vehicle: 9082 *+ 1212 cells; CORT: 4978 =+
475 cells; F(, 15) = 4.91, p = 0.02, one-way ANOVA, Bonferroni
post hoc test; Fig. 6]). FLX reversed this effect mainly in the GL
(BrdU " cell number, 985 = 101 cells, p = 0.03 vs CORT; one-
way ANOVA, Bonferroni post hoc test). Finally, BrdU and NeuN
colabeling showed that the vast majority of BrdU * cells were also
colabeled with the neuronal biomarker NeuN in all treatment
groups tested (Fig. 6 E,K). In the GCL of OB, analysis of 80—-120
cells per animal (n = 4 mice) in the vehicle group showed that
~90% BrdU+ cells coexpressed NeuN and thus had a neuronal
phenotype. We found that the percentage of BrdU ™ cells labeled
with NeuN was not modified by CORT and CORT+FLX treat-
ment (Fig. 6K; vehicle: 92.5 = 1.5%; CORT: 92.8 = 0.9%;
CORT+FLX: 91.1 * 0.6%). Moreover, we found no group dif-
ference in BrdU/NeuN double staining in the DG (20-30 cells per
animal; vehicle: 91.1 = 0.5%; CORT: 87.7 * 3.1%; CORT+FLX:
91.8 = 0.7%). Together, these data indicate that chronic CORT
exposure affects both adult hippocampal and olfactory neuro-
genesis and that chronic FLX can stimulate the recruitment
and/or survival of newborn neurons within the DG and OB.

Chronic CORT treatment does not alter adult neurogenesis in
the olfactory epithelium

Given the prominent effects of CORT on olfactory function, we
checked whether the olfactory sensory organ could be impaired.
Olfactory sensory neurons located in the OE project via the olfac-
tory nerve to glomeruli in the GL of the OB, where they synapse
on the dendrites of output mitral/tufted cells. Olfactory sensory
neurons are continually replaced throughout life by the progeny
of dividing basal cells located in the OE. We quantified the level of
cell proliferation in the OE by counting the number of Ki67 *
cells in this zone. Anti-Ki67 immunostaining is mainly localized
in the basal area of the normal OE (Fig. 7A,B). We found no
difference in the distribution and the number of Ki67 * cells be-
tween vehicle and CORT-treated mice following 4 weeks of treat-
ment [mean number of Ki67 * cells (10*) per mm?; vehicle:
8.09 * 0.23; CORT: 8.55 * 0.65, unpaired t test; Fig. 7C]. Stain-
ing for OMP, a cell marker specific of mature olfactory sensory
neurons, was quantified in the GL (Fig. 7E). We found no differ-
ence in the distribution and intensity of OMP between vehicle,
CORT and CORT +FLX-treated mice (mean IR within glomer-
uli; vehicle: 0.1498 # 0.02; CORT: 0.1803 = 0.01; CORT+FLX:
0.1503 £ 0.01; one-way ANOVA, Bonferroni post hoc test; Fig.
7F). These results indicate that cell proliferation in the OE and
the degree of sensory innervation in the OB are both insensitive to
chronic CORT treatment.
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Figure5.

Neuronal turnover in the OB and DGis decreased by chronic CORT and restored by FLX. 4, Representative images showing DCX ™ cells in the DG of the hippocampus. Scale bars: 100 and

10 wm. B, Representative images of DCX ™ cells in the SVZ (scale bar, 100 tm) and (C) the RMSob and the GCL of the OB (scale bar, 15 wm). Quantitative evaluation of the effects of CORT and
CORT-+FLX on the number of DCX ™ cells in the (D) DG, (F) SVZ, (G) GCL of the OB, (H) RMSob, and (/) GL layer of the 0B. E, Maturation index of newborn DG granule cells following CORT
and CORT+FLX treatments. The maturation index is calculated as the ratio of DCX * cells with tertiary (or higher order) dendrites to the total number of DCX * cells. Values are plotted as mean +
SEM (n = 5 for vehicle and CORT-treated; n = 10 for CORT+FLX). *p << 0.05, **p << 0.01. RMSob, Rostral migratory stream of the olfactory bulb.

Impact of CORT and FLX on the morphology of newborn
interneurons

Dendritic complexity of adult-born DG neurons increases during
the first month following neuronal birth, a stage during which
cells express the DCX marker. To further examine the effects of
CORT on dendritic morphology of newborn neurons, we char-
acterized DCX ™ cells in the DG according to the number of
dendrites, and calculated the maturation index as the ratio of
DCX ™ cells with tertiary (or higher order) dendrites to the total
number of DCX ™ cells. Although we found no effect of chronic
CORT on the maturation index of adult-born DG neuroblasts,
we observed a significant threefold increase induced by
CORTH+FLX (mean maturation index; vehicle: 0.20 = 0.02;
CORT: 021 *+ 0.03; CORT+FLX: 0.55 * 0.09; F.,,, =

0.89; CORT vs CORT + FLX: p = 0.007, one-way ANOVA,
Bonferonni post hoc test; Fig. 5E).

DCX s also expressed by adult-born OB interneurons for <10
d after birth but cannot be used for the assessment of dendrite
complexity due to the large staining in the OB. Thus, to assess the
impact of chronic CORT and FLX on the maturation of newborn
OB interneurons, a lentiviral vector expressing the GFP was in-
jected into the RMS following 8 weeks of CORT and 4 weeks of
CORT+FLX or FLX alone (Fig. 8 A, C). Three weeks after injec-
tion, we analyzed the apical dendritic tree of GFP * adult-born
granule cells in the OB and found that chronic CORT did not
alter the number of dendrites (Fig. 8D) nor total dendritic length
(Fig. 8E). However, CORT+FLX and FLX alone increased both
the number of dendrites (vehicle: 4.93 = 0.29; CORT: 4.92 *+
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Figure6.  Adult-born neuron proliferation and survival is decreased by chronic CORT and restored by FLX. A, Diagram depicting BrdU injection protocols for the evaluation of cell proliferation and
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0.25; CORT+FLX: 5.66 * 0.36; FLX: 5.84 = 0.34; F(; ;) = 0.46;  Bonferroni post hoc test; Fig. 8 D, E). Sholl analysis revealed that
vehicle vs FLX: p = 0.05; one-way ANOVA, Bonferroni post hoc ~ the most significant changes in the number of branches were
test) and dendritic length (vehicle: 559.8 * 28.2 um; CORT:  obtained by CORT+FLX, suggesting a cumulative effect of the
586.4 + 24.3; CORT+FLX: 714.7 £ 24.3; FLX: 659.8 = 25.7; two treatments (two-way ANOVA; F3.155) = 7.36, p < 0.001; Fig.
F(5.16) = 6.76; vehicle vs CORT+FLX: p = 0.001; vehicle vs FLX: ~ 8F). Finally, we observed no effect of CORT and FLX on spine
p = 0.05; CORT vs CORT+FLX: p = 0.01; one-way ANOVA,  density and length (data not shown). Together, these results sug-



528 - J. Neurosci., January 13,2016 - 36(2):518 =531

Siopi et al. @ Olfactory Deficits in Depression

CORT

Figure 7.

B
% Suphaties &
“Ki6e7 £
wHa® 4
g' 3 ‘#E
© (L4 o
i R !&- b 3
ci o
'o-*-qe it
. P2 2 ¢ PTG
4 .
C (x10) Ki67
amen T 101
-
£
g 8" ——
K]
3
; .8 6
~
. ¢
Y < 4-
b agrnr [}
< ,..'-"*si.. 3
. ] o 24
il €
. =
..). 2 o
ST Vehicle  CORT
OMP
0.20 -
CORT+FLX
0454 —L
=
£0.10-
x
0.054
0.00
Vehicle CORT CORT+FLX

Chronic CORT treatment does not affect sensory afferentation to the 0B. A, B, Inmunostaining with the Ki67 antibody in a normal 8-week-old mouse olfactory mucosa. B, A

magnification of the region delineated by a red rectangle in A. Scale bars: 4, 500 wm; B, 50 m. C, Four weeks of CORT administration did not change the number of Ki67 * cells in the OF (n = 5
mice per group). D, 0B coronal section of a vehicle-treated mouse, Scale bar, 100 wm. E, Representative images of OMP (green) and DAPI (blue) staining in the GL following 20 weeks of CORT and
14 weeks of CORT +FLX treatment. Scale bar, 50 wm. The dotted line delineates one glomerulus. F, CORT and CORT +FLX had no effect on OMP IR in the OB (values are plotted as mean == SEM,n =

4 mice per group; 6 glomeruli in the dorsomedial GL analyzed per animal). au, Arbitrary units.

gest that FLX, but not CORT, facilitates the maturation of new-
born neurons in both the adult hippocampus and OB circuits.

Discussion

This study reports that a mouse model that mimics states of HPA
axis hyperactivity, a common trait of MDD, is associated with
impaired adult neurogenesis and pronounced olfactory deficits,
including acuity, discrimination, and memory. We found that
prolonged antidepressant treatment with fluoxetine not only re-
stored adult neurogenesis and mood, but also improved most
olfactory functions. Our data identify a key role for the HPA axis
in olfactory impairments associated with anxiety/depressive
states.

Deleterious impact of chronic CORT on adult neurogenesis
and olfaction

Our present findings demonstrate that the CORT model not only
evokes a persistent fear-related response inhibition, reminiscent
of anxiety/depression-like states, but also induces olfactory dys-
function. Importantly, similar olfactory deficits affecting odorant
detection and discrimination have been reported in MDDs
(Pause et al., 2001; Negoias et al., 2010). In turn, perturbations of

the olfactory circuit and function can induce anxiety and
depression-like behaviors in rodents (Glinka et al., 2012; Lazarini
etal., 2012). Thus, we cannot rule out the possibility that CORT-
induced olfactory deficits could be in part responsible for the
mood states observed in this model. For instance, olfactory bul-
bectomy constitutes a model of depression and is used as a pre-
dictor of antidepressant drug response in rodents (Wren et al.,
1977). Although the precise mechanisms remain elusive, it can be
speculated that such sensory deficits likely affect the function of
neural circuits involved in the control of mood and emotions.
Interestingly, we also found that chronic CORT significantly
reduces neurogenesis in the OB. The number of new OB in-
terneurons was decreased twofold following CORT treatment in
all OB layers. This decrease could partly explain the CORT-
induced olfactory deficits, because adult-born OB interneurons
take part in odorant detection, discrimination, olfactory learn-
ing, and memory (Breton-Provencher et al., 2009; Moreno et al.,
2009; Mouret et al., 2009; Belnoue et al., 2011; Lazarini et al.,
2011; Alonso et al., 2012; Sakamoto et al., 2014). However, it is
important to note that in humans, MDD-related hyposmia is
unlikely to be due to reduced neurogenesis in the OB, as cells
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Figure 8. Dendritic length and complexity are increased by chronic CORT and FLX treatments. 4, Experimental timeline of viral injections and analysis. B, Confocal images of vehicle, CORT, and
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born in the adult SVZ are mostly directed to the striatum and not ~ could also be the case in human patients suffering from MDD.
to the OB (Ernst et al., 2014). Moreover, one cannot rule out the  Finally, because glucocorticoid receptors are widely distributed
possibility that the CORT-induced hyposmia revealed in this  in the OB and olfactory cortex, as in other limbic areas, notably
study could be partly linked to a deleterious effect of CORT on  the hippocampus, amygdala, and hypothalamus (Morimoto et
preexisting granule and periglomerular cells in the OB. This  al., 1996), it is possible that CORT-induced changes in overall
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cortical and limbic processing could be linked to the observed
olfactory deficits.

Our results also showed that chronic CORT impairs both pro-
liferation and survival of progenitor cells in the DG, demonstrat-
ing a role for glucocorticoids in several steps of the neurogenic
process. Our data are in line with previous work reporting that
ablation of the adrenal glands abolishes the stress-induced de-
crease in cell proliferation in the DG (Tanapat et al., 2001). Al-
though CORT reduced cell proliferation in the DG, it did not
affect cell proliferation in the OE nor the number of newly gen-
erated immature neurons expressing DCX in the SVZ. Our re-
sults indicate that the early steps of adult neurogenesis are
differentially regulated by CORT in the DG, EO, and SVZ. How-
ever, given the decrease in the population of adult-born neurons
in the OB, it is possible that CORT treatment alters the survival
rate of adult-born OB neurons. Interestingly, their dendritic
morphology was not changed by CORT, suggesting that the sur-
viving neurons are functionally integrated in the OB circuit. This
hypothesis is also supported by the fact that the distribution and
degree of the sensory afferents reaching the OB, was unchanged.
Concerning the adult olfactory system, the functional impor-
tance of CORT remains largely unknown. New experiments aim-
ing to assess firing activity, dendritic dynamics, and innate
responses to odorants are needed to decipher the precise role of
CORT in olfactory processing and odor-driven behaviors.

Chronic FLX treatment attenuates CORT-induced olfactory
deficits and restores adult neurogenesis

Our findings show that the antidepressant FLX can restore olfac-
tory acuity and memory in CORT-treated mice. Interestingly, we
also showed that FLX restores olfactory neurogenesis and facili-
tates the maturation of adult-born neurons in the OB and hip-
pocampus. This proneurogenic effect could partly support the
FLX-induced restoration of olfactory deficits. Similarly, recruit-
ment of newborn neurons was recently reported to selectively
restore circuits in the lesioned OB and resume olfaction (Lazarini
etal., 2014).

FLX restored both proliferation and survival of progenitor
cells in the DG, as previously reported (David et al., 2009; Rainer
etal., 2012; Guilloux et al., 2013). By restoring hippocampal neu-
rogenesis, FLX probably helps reestablish HPA axis function, re-
sulting in functional improvement. In fact, it is argued that newly
generated neurons may facilitate a dysfunctional hippocampus to
restore control on stress response systems, and that the ability of
FLX to restore hippocampal regulation of the HPA axis under
chronic stress occurs only in the presence of an intact neurogenic
niche. Further experiments aiming to selectively block either DG
or SVZ neurogenesis in our model are required to disambiguate
the role of each site of adult neurogenesis in the response to FLX
and their associated behavioral rehabilitation.

Finally, to explain the olfactory deficits induced by FLX alone,
one should keep in mind that the OB is one of the most densely
innervated serotonergic targets of the raphe nuclei, and fibers
from the latter are the densest centrifugal projections in the OB
(Dugué and Mainen, 2009). Serotonin alters synaptic transmis-
sion and information processing in the glomerular layer of the
OB, where the density of serotonergic fibers from the raphe nu-
clei is maximal. As it has been indicated by early experiments,
local application of serotonin receptor agonists attenuates odor-
evoked olfactory neuron activity (Bloom et al., 1964), whereas
serotonin receptor antagonists boost glomerular activation,
showing that endogenous serotonin suppresses odor input (Pet-
zold etal., 2009). These previous studies could explain the deficits
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in olfactory acuity, discrimination, and long-term memory ob-
tained by chronic FLX treatment.

Together, our findings introduce novel effects of chronic
CORT and FLX on olfaction and olfactory neurogenesis in the
mouse. These observations bring further insights on the poorly
known biological underpinnings of anxiodepressive states and
help move toward more effective therapeutic ends targeting neu-
rogenesis, as well as useful diagnostic tools based on olfaction.
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II. RESULTATS

II.C Reésultats non publiés : étude de la neuroge-

nése adulte chez les souris C37/~

I1.C.1 Etude comportementale

Quelques études ont rapporté des anomalies de comportement chez les souris C3~/~
[Perez-Alcazar et al., 2014; Shi et al., 2015]. Cependant, aucune étude a notre connais-
sance ne s’est intéressée au comportement olfactif des souris C37/~, ni & leur réaction a
I'inflammation (sickness behavior). Nous avons donc exploré particulierement ces deux
parametres, en réalisant des tests de comportement spontané sur des souris C37/~ et

des souris controles immunocompétentes traitées ou non par le LPS bactérien.

II.C.1.a Souris C3~/~ adultes : moins anxieuses, plus sensibles au LPS que

les contréles immunocompétents

Nous avons réalisé une batterie de tests de comportement pour évaluer la réponse
des souris C37/~ au LPS sur le plan de l'olfaction et du sickness behavior (Figure 111,
et partie [.E.4 pour I'explication des tests). Cette étude a été ralentie par des problémes
d’obtention des souris C37/~ : I'analyse statistique du comportement spontané nécessite
en effet un grand nombre de souris par groupe (10 & 15 idéalement). Les souris C37/~
sont élevées a I'animalerie de I'Institut Pasteur, et nous n’avons jamais 20 a 30 souris
C37/~ du méme age (& séparer en deux groupes selon le traitement), d’ot des tests

effectués sur plusieurs lots de souris ayant chacun un petit effectif.
LPS

y g

A | | | | ! | | Tem pé’
0 3 5 6 :
Nourriture Rotarod Open (jours)
Cachée Field
LPS
B | | | | Tem ps:
0 3 4

Splash Novelty (jours)
Test Suppressed
Feeding

FIGURE II.1 — Décours temporel des expériences de comportement sur les souris C37/~.

(A) et (B) présentent le décours des expériences de comportement réalisées sur des groupes distincts
de souris C3~/~ et contrdles. Au jour 0, les souris ont re¢u une inoculation intranasale de LPS ou
de véhicule seul (saline apyrogene). Nous avons effectué des tests anxio-dépressifs (Open Field, Splash
et Novelty Suppressed Feeding), ainsi que des tests de locomotion (Rotarod et Open Field) et un test
d’olfaction (Nourriture Cachée).
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II. RESULTATS

II.C.1.a.i Anxiété

Les souris C37/~ sont significativement moins anxieuses que leurs congénéres controles :
elles ont une latence plus courte dans le test Novelty Suppressed Feeding (Figure 11.2, 2
ways ANOVA, Fysnotype(1,27) = 6,78, *Dgénotype = 0,015). Bien que I'effet soit significatif,
il nécessite d’étre confirmé en répétant I'expérience sur un plus grand nombre de souris

C3-/-.

(o2}

o

o
1

4004

.o. ®eee® a-?_ —;I:—

LPS Saline LPS Saline
WT c3’-

Latence a manger dans le
nouvel environnement (s)

o
=

FIGURE IL.2 — Test Nowvelty Suppressed Feeding chez les souris sauvages et C37/~.

Les souris C3~/~ vont plus rapidement manger la nourriture que les souris contrdles (WT). n=4-12
souris par groupe. Two-Way ANOVA (effet du génotype *pgénotype < 0,05) suivie d’une comparaison
multiple post-hoc (test de Sidak, non significatif)

D’une maniére générale, nous avons remarqué que les souris C3~/~ sont plus agres-
sives envers les expérimentateurs que les souris sauvages immuocompétentes. Elles
tentent par exemple plus souvent de s’enfuir (sauts hors de la cage ou au bas de la
paillasse). Ces observations n’ont pas été directement quantifiées, mais ont été re-
marquées plusieurs fois par plusieurs expérimentateurs indépendants, et soulignent le

phénotype peu anxieux de cette lignée de souris.

I1.C.1.a.ii Sickness Behavior

Le LPS a un effet plus délétéere sur les souris C37/~ que sur les contrdles dans le
splash test (Figure 11.3, comparaison par le test de Mantel-Cox chez les souris C37/~
inoculées de LPS et saline : Y2 = 4,918, *p = 0,0266). Ainsi, les souris C3~/~ seraient
plus susceptibles & un phénotype dépressif suite a une inflammation (sickness behavior).
Cependant, le nombre de souris C37/~ étant faible (n = 4 dans chaque groupe), il est

nécessaire de confirmer ces résultats en répétant ’expérience sur plus d’animaux.

I1.C.1.a.iii Olfaction

Pour mesurer les performances olfactives, nous avons utilisé le test de la Nourriture
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FIGURE I1.3 — Anhédonie des souris C37/~ suite au LPS.

La latence avant le toilettage est bien supérieure chez les souris C3~/~ ayant recu du LPS que chez
celles ayant requ le véhicule seul (saline). WT : souris contrdles. Analyses statistiques par test Log-rank
(Mantel-Cox)

Cachée (Figure 11.4). Le génotype seul n’influence pas l'olfaction (Figure I11.4A). En
revanche, les souris C37/~ inoculées par le LPS semblent avoir une perte d’olfaction 3
jours apres l'injection, car leur latence pour trouver les céréales cachées est plus longue
que celle des souris controles (Figure 11.4B, comparaison C37/~ inoculées de LPS (les
deux groupes réunis) et véhicule par le test de Mantel-Cox : x* = 10, 13, **p = 0, 0015).
Cette réponse au LPS est spécifique des souris C37/~, car les souris sauvages inoculées
de LPS ont un comportement normal dans le test de la nourriture cachée (voir article
IT.A, Figure 1). Cependant, nous avons répété I'expérience sur les souris déficientes
en complément C3, et il existe une forte variabilité entre groupes (comparaison entre
saline et LPS groupe 1 : x? = 12,84, **p = 0,0003 ; entre saline et LPS groupe 2 non
significatif x? = 1,728, p = 0,19). 1l faut donc répéter 'expérience encore une fois avec

un grand nombre d’animaux pour confirmer ou infirmer ces résultats.

100 — 37" saline
catLPs gr. 4™
C3" LPSgr. 2

— C3"LPSgr.1et2

1004 -_—WT
-= C3"

&k

50+

n'ayant pas trouvé
S

-

-l
Pourcentage de souris

Pourcentage de souris
n'ayant pas trouvé

0

T T T T 1 1 G L] - L] Ll 1 L 1
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Latence a trouver les céréales cachés Latence a trouver les céréales cachées

FIGURE I1.4 — Olfaction des souris C3~/~ : test de la nourriture cachée

(A) : Latence & trouver les céréales entérées chez les souris C3~/~ comparées aux sauvages (WT), en
I’absence de traitement. (B) Latence & trouver les céréales entérées par les souris C3~/~ 3 jours aprés
inoculation intranasale de LPS ou de véhicule (saline). L’expérience a été répétée deux fois (gr. 1 = 1*¢
expérience, gr.2 = répétition, gr. 1 et 2 = regroupement des deux), donnant des résultats trés variables.
Comparaison au groupe inoculé de saline par le test de Mantel-Cox **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Quoi qu'il en soit la longue latence des souris C3~/~ traitées par le LPS & trouver
les céréales cachées ne semble pas due a une mauvaise habituation des souris aux cages
de test, car elles paraissent plutot moins anxieuses que leurs congéneres sauvages dans

un environnement inconnu (voir paragraphe I1.C.1.a.i et Figure 11.2).

II.C.1.a.iv Locomotion

Les différences de comportement entre souris C37/~ et sauvages vues jusqu’ici ne pa-
raissent pas étre dues a une différence de locomotion, car la vitesse moyenne et la
distance parcourue dans 1’open field ainsi que la performance au Rotarod sont simi-

laires entre les deux génotypes (données non montrées).

En conclusion de cette étude comportementale, les souris C3~/~ semblent moins an-
xieuses et plus sensibles au LPS (sickness behavior, perte d’olfaction) que leurs congé-
neres sauvages. Cependant, tous ces résultats doivent étre confirmés sur un plus grand

nombre de souris.

II.C.1.b Souris adgées : moins anxieuses

Un nombre croissant d’études mettent en évidence une corrélation entre inflamma-
tion et vieillissement [Currais, 2015], et entre inflammation et maladies neurodégéné-
ratives (voir page 12) [Amor et al., 2014; Fakhoury, 2015]. Par ailleurs, la réponse a
I'inflammation est altérée chez les souris C37/~, et certaines études montrent un effet

bénéfique de ’absence de complément C3 sur les capacités cognitives des vieilles souris
[Shi et al., 2015].

Nous avons donc réalisé sensiblement la méme batterie de tests sur des souris agées
(11 mois), afin d’explorer l'effet a long terme d’une inflammation aigué par le LPS
d’une part, et l'effet de I’absence de complément C3 sur le vieillissement d’autre part
(voir 11.5).

Avant tout test comportemental, nous avons observé que les souris C37/~ de 11 mois
semblent en apparence en moins bonne santé que les controles de méme age (alopécie,

poils ternes).

II.C.1.b.i Anxiété

Comme précédemment chez les jeunes adultes, les vieilles souris C37/~ ont un phé-
notype moins anxieux que les sauvages : elles passent plus de temps au centre de
I’Open Field (Figure I1.6A, Fyenotype(1,38) = 13,37, **Dgenotype = 0,0008). Ce résultat

est comparable & ce qu’ont trouvé Shi et al. [2015].
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FiGURE II.5 — Décours temporel des expériences de comportement sur les vieilles souris
C3~/~.

(A), décours des traitements subis par la souris ; (B), précisions sur ordre des tests de comportement
effectués. Les souris sont dgées de 11 mois au moment des tests de comportement.
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Fi1cURrE I1.6 — Comportement de vieilles souris en Open Field

(A) : temps cumulé passé dans le centre de aréne. (B) Distance totale parcourue. (C) Vitesse moyenne.
Analyses par Two-Way ANOVA (effet du génotype *pgénotype < 0,05, “*Dgenotype < 0,001) suivie
d’une comparaison multiple post-hoc (test de Sidak), #prpsvsvenicute < 0,05

I1.C.1.b.ii Locomotion

Selon nos données, les souris C37/~ sont un peu moins actives au niveau locomoteur
(distance totale parcourue, Figure IL6B, Fysnotype1,35) = 4,49, “Dgénotype = 0,041 et
vitesse, Figure I1.6C, Fysnotype(1,38) = 4, 68, *Pgénotype = 0,037). Par ailleurs nos données
ainsi que celles de la littérature [Shoji et al., 2016] montrent que les souris agées par-
courent une distance plus faible en Open Field que leurs congéneéres jeunes (voir Figure
1Db de I’Article 1, Paragraphe I1.A.3). Ainsi, la diminution de la locomotion des souris
C3~/~ pourrait étre un signe de vieillissement locomoteur accéléré. Comme le manque
de facteurs du complément a été impliqué dans des pathologies articulaires telle que
les rhumatismes [Boldt et al., 2012], il n’est pas exclu que les faibles déplacements des

souris C37/~ agées soient dus a des douleurs ou des problémes articulaires.
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On remarque également que les souris traitées par du LPS neuf mois plus tot
semblent étre un peu plus mobiles que les souris contrdle, et ce quelque soit leur géno-
type (I1.6B et C, effet sur la distance parcourue F qitement(1,38) = 12,95, ™ Diraitement =
0,0009, post-hoc test *p = 0,022 chez les C37/~ et *p = 0,032 chez les sauvages ; effet
sur la vitesse Firaitement(1,38) = 12,8, "*Diraitement = 0,001, post-hoc test *p = 0,034
chez les sauvages). Ce dernier résultat peut paraitre étonnant, car il va a l’encontre
de l'idée générale actuelle selon laquelle une inflammation provoque un vieillissement

accéléré.

Nous n’avons pas relevé de différence d’agilité durant le test du Rotarod, ni chez
les souris déficientes en complément C3 comparées aux sauvages immunocompétents,
ni chez les souris ayant subi le traitement par le LPS comparé au véhicule. Ce résultat

est comparable a la littérature [Shi et al., 2015].

II1.C.1.b.iii Olfaction, cognition

Les vieilles souris ont toutes des résultats similaires dans les tests d’olfaction (nourriture
cachée, et habituation-déshabituation olfactive), ainsi que dans le test cognitif de la
reconnaissance d’objet, quel que soit leur génotype et le traitement requ (données non

montrées).

Shi et al. [2015] ont trouvé que la mémoire hippocampique des vieilles souris C37/~
est meilleure que celle des sauvages. Nous ne trouvons pas de différence dans le test
de reconnaissance d’objet, qui utilise la mémoire hippocampique. La divergence des
résultats pourrait étre due a la différence de procédure (water T-maze et contertual
fear conditioning contre reconnaissance d’objet) ou a 1’dge des souris (16 mois contre

11 mois).

En conclusion, les souris C3~/~ Agées sont moins anxieuses et moins actives que
leurs congéneres sauvages. Elles ne semblent pas plus sensibles aux effets a long terme

d’un traitement pro-inflammatoire aigu par le LPS.

I1.C.2 Etude histologique

I1.C.3 Elagage

Des études ont montré 'implication du complément dans 1’élagage synaptique du
noyau géniculé latéral du thalamus en développement (voir I.A.6.c) [Stevens et al.,
2007]. En particulier, les souris C3~/~ montrent un défaut de ségrégation des axones
provenant de chaque oeil. Par ailleurs, la méme équipe a montré que la microglie
engouffre des particules neuronales durant la période critique pour la ségrégation des

axones provenant des deux yeux, et qu’elle contient moins de particules neuronales
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dans les souris C3~/~ et CR3 (Récepteur au complément 5’)_/ ~ que chez les controles
[Schafer et al., 2012].

Nous avons fait I’hypothese que des mécanismes similaires pourraient étre en jeu

durant le développement des néo-neurones du bulbe olfactif.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons quantifié la complexité dendritique, la
densité et la longueur des épines des cellules granulaires chez des souris C37/~ et

sauvages, a deux ages différents des néo-neurones (Figure I1.7).

Lentivirus LPS s Analyse

- l

| | | Age des”
0 2 néo-neurones
(semaines)
Lentillvirus LES —>Analyse
B | | | | Age des’
0 5 6 néo-neurones
(semaines)

F1GURE I1.7 — Décours temporel de I’analyse de la morphologie des néo-neurones des souris

sauvages et C37/~.

(A), analyse de néo-neurones agés de 3 semaines. (B), analyse de néo-neurones agés de 6 semaines. Dans
tous les cas, les néo-neurones ont été marqué par un lentivirus injecté dans le courant de migration
rostral (LV-UbiC-TdTomato, voir partie I.LE.3 et méthodes de l'article 1 partie II.A) de souris c3~/—
et sauvages agées de 8 a 10 semaines. Le LPS ou son véhicule (saline apyrogéne) sont injectés une
semaine avant I’analyse de la morphologie des néo-neurones.

I1.C.3.a L’arbre dendritique des souris C3~/~ est normal

Il est établi que l'arbre dendritique des cellules granulaires atteint un maximum
autour d’'un mois post-injection lentivirale dans le courant de migration rostral chez
les souris sauvages [Pallotto et al., 2012]. Nous trouvons ici un résultat similaire chez
les souris sauvages : la longueur de ’arbre dendritique diminue entre 3 et 6 semaines
(Figure I11.8A, 2 ways ANOVA F(1116) = 7,76, *page = 0,0085). Nous ne retrouvons
pas la méme tendance chez les souris C37/~ (Figure 11.8B), ce qui pourrait indiquer
un défaut de maturation des néo-neurones. Cependant, la complexité des néo-neurones
n’est pas significativement différente entre sauvages et C3~/~. Ainsi, méme si la ma-
turation de I'arbre dendritique des cellules granulaires des C3~/~ semble légérement

altérée, leur arbre dendritique est normal.

Par ailleurs, les cellules granulaires de 6 semaines de souris C3~/~ semble particu-

lierement sensibles au traitement par le LPS : le nombre de branchement de I'abre
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FIGURE I1.8 — Evolution de la complexité dendritique des néo-neurones (cellules granulaires)

de 3 & 6 semaines dans le bulbe olfactif de souris sauvages (WT) et C37/~.

Longueur totale (A, B) et nombre de branchements (C, D) de l'arbre dendritique de neurones agés
de 3 et 6 semaines, chez des souris sauvages (A et C), ou C37/~ (B et D) inoculées de LPS ou
véhicule (saline). Les analyses statistiques ont été réalisées par 2-way ANOVA suivie d’une comparaison
multiple post-hoc (test de Sidak). n = 16 — 44 par groupe, *page < 0,05 **page < 0,01

dendritique des néo-neurones est significativement plus grand chez souris C3~/~ trai-
tées par le LPS que chez les controles traitées par la saline (Figure 11.8D, test de Sidak
Post-hoc t = 2,541, *p = 0,025). Cela laisse penser que la réponse au LPS pourrait

étre déréglée dans les souris C3~/~ par rapport aux souris immunocompétentes.

I1.C.3.b Epines dendritiques

Nous avons ensuite étudié les épines dendritiques des néo-neurones dans trois zones
différentes des cellules granulaires (Figure I1.9G et Article 11.A). La densité d’épines
ne varie pas en fonction de I’dge des néo-neurones (entre 3 et 6 semaines), ce qui est
similaire & des résultats précédents [Breton-Provencher et al., 2014; Pallotto et al.,
2012]. La densité synaptique ne varie pas non plus en fonction du génotype (sauvage
ou C37/~, Figure I1.9A-E).

Le LPS augmente significativement la densité d’épines dans la zone proximale chez
les souris sauvages (Figure IL.9A, 2-way ANOVA Fi,pitement(1,96) = 10,46, **Diraitement =
0,0017, test de Sidak Post-hoc t = 2,43, *p = 0,033). Cela suggeére un impact de

I'inflammation différentiel selon la zone de la cellule granulaire. Nous retrouvons la
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FiGure I1.9 — Comparaison de la densité d’épines dendritiques de cellules granulaires de
souris sauvages (WT) et C37/~.

Densité d’épines dans la zone proximale (A, B), médiale (C, D) et distale (E, F) de cellules granulaires
dgées de 3 semaines (A, C, E) ou 6 semaines (B, D, F) chez des souris sauvages (WT), ou C37/~
inoculées de LPS ou véhicule (saline). (G), Représentation schématique des différentes zones prises en
compte sur une cellule granulaire. Les analyses statistiques ont été réalisées par 2-way ANOVA suivie
d’une comparaison multiple post-hoc (test de Sidak). n = 13 — 31 par groupe, *p < 0,05, **p < 0, 01.

méme tendance, mais non significative (t = 2,14, p = 0,069) chez les souris C37/~.

Pour compléter ’étude des épines dendritiques des cellules granulaires, nous avons
mesuré leur longueur, qui reflete leur maturité : la maturation des épines s’accompagne
de la diminution de leur longueur [Harris et al., 1992; Schachtele et al., 2011]. Selon

nos données, les épines dendritiques sont en moyenne moins longues dans les cellules
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FIGURE I1.10 — Evolution de la longueur moyenne des épines dendritiques de cellules granu-
laires entre 3 et 6 semaines.

Longueur moyenne des épines dans la zone proximale (A, B), médiale (C, D) et distale (E, F) de
cellules granulaires Agées de 3 et 6 semaines provenant de souris sauvages (A, C, E) ou C3~/~ (B, D,
F) inoculées de LPS ou véhicule (saline). (G), Représentation schématique des différentes zones prises
en compte sur une cellule granulaire. Les analyses statistiques ont été réalisées par 2-way ANOVA
suivie d’une comparaison multiple post-hoc (test de Sidak). n = 13 — 31 par traitement, *p < 0,05,
**p < 0,01.

granulaires agées de 6 semaines comparées a celles dgées de 3 semaines dans les zones
distale (Figure II.10E, 2-way ANOVA Fige9r) = 5,11, *page = 0,026) et médiale
(Figure I1.10C, 2-way ANOVA Fige1121) = 8,39, ™page = 0,0048) chez les souris
sauvages, et dans la zone proximale chez les souris C37/~ (Figure I1.10B, 2-way ANOVA

Fige(1,97) = 6,57, *page = 0,012). Nos données confirment donc que la maturation des
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épines entre cellules granulaires agées de 3 et 6 semaines s’accompagne de la diminution

de leur longueur.
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Ficure I1.11 — Comparaison de la longueur moyenne des épines dendritiques de cellules
granulaires de souris sauvages (WT) et C37/~.

Densité d’épines dans la zone proximale (A, B), médiale (C, D) et distale (E, F) de cellules granulaires
adgées de 3 semaines (A, C, E) ou 6 semaines (B, D, F) chez des souris sauvages (WT), ou C3~/~
inoculées de LPS ou véhicule (saline). (G), Représentation schématique des différentes zones prises
en compte sur une cellule granulaire. Les analyses statistiques ont été réalisées par 2-way ANOVA
suivie d’une comparaison multiple post-hoc (test de Sidak). n = 13 — 31 par traitement, *p < 0,05,
*p < 0,01.

En outre, les épines dendritiques des cellules granulaires de 3 semaines de souris
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C3~/~ sont significativement moins longues que celles des souris sauvages dans les zones
médiale (Figure I1.11C, 2-way ANOVA Fynotypei,rs) = 8,54, *Dgenotype = 0,0046)
et distale (Figure IL11E, 2-way ANOVA Fynotype(101) = 4,52, *Dgénotype = 0,036),
tandis que les épines des néo-neurones de 6 semaines de souris C3~/~ sont moins
longs dans la zone proximale (Figure IL11B, 2-way ANOVA Fypotypei,i21y = 8,14,
“*Pgénotype = 0,0051). Ainsi, I'absence de complément C3 semble affecter la longueur,

et donc la maturation des épines des cellules granulaires.

Nous n’observons pas d’effet du traitement pro-inflammatoire par le LPS sur la
longueur des épines excepté dans la zone distale des cellules granulaires de 3 semaines,
ot le LPS semble la diminuer (Figure IL11E, 2-way ANOVA Fyaitement(1,091) = 4, 76,
*Diraitement = 0,032). L’activation de la microglie par le LPS a donc un effet minime

sur les épines des néo-neurones.

En conclusion de cette étude morphologique des néo-neurones, 1’absence de com-
plément C3 affecte peu 'arborisation des cellules granulaires, mais diminue la longueur

des épines dendritiques de maniere régulée dans I’espace et le temps.
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I I I Discussion

Les mécanismes de régulation de la neurogenese adulte sont encore mal connus.
Dans ce travail de theése, nous nous sommes intéressés au réle de la microglie dans
plusieurs aspects de la neurogenese adulte bulbaire (phagocytose, élagage), en condi-
tions normales ou pathologiques : déafférentation sensorielle, inflammation par le LPS,

déficience en facteurs du complément C3 ou encore stress chronique.

III.A Phagocytose des néo-neurones par la micro-
glie

Pour approcher le réle de la microglie dans le controle et la régulation de la neuroge-
nese adulte, nous avons combiné des marquages immunohistochimiques de la microglie
(Iba-1) et des injections de vecteurs viraux pour marquer soit les néo-neurones soit
les neurones pré-existants. Cela nous a permis de mettre en évidence les interactions
entre cellules granulaires et microglie en microscopie confocale. Nous avons observé de
nombreux contacts entre microglie et neurones ainsi que la phagocytose d’'un certain
nombre de particules neuronales par la microglie. Nous avons ainsi démontré in vivo

I'importance de la microglie dans la neurogenese bulbaire.

Nous avons montré que la microglie contient plus d’inclusions provenant de néo-
neurones que de neurones pré-existants. Cet effet est fortement renforcé en cas de
déafférentation du bulbe olfactif (Figure 1 de I’Article 1, paragraphe I1.A.3). En cas de
coupure des entrées sensorielles du bulbe olfactif, nous avons montré que la microglie
phagocyte préférentiellement les néo-neurones, régulant ainsi le taux de neurogenese

adulte bulbaire en fonction de 'activité sensorielle.

Plusieurs questions restent cependant en suspens sur ce point.

1. Est-ce la date de naissance ou I’age du neurone qui module sa phagocytose par la

microglie 7 Nous avons choisi dans cette étude de faire varier la date de naissance
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des neurones (néonataux a P6d ou a I'age adultes a P8w), chez des souris ayant
le méme age lors des différents traitements (LPS ou dichlobénil, voir Figure 1E
de I'Article 1, Paragraphe II1.A.3). Ainsi, au moment du traitement (une semaine
avant l'analyse), les neurones nés a P6d ont 10 semaines tandis que ceux nés a
P8w n’ont que 2 semaines. Il serait intéressant de reproduire ’expérience sur des
neurones nés a P6d ayant 2 semaines, et sur des neurones nés a P8w ayant 10
semaines afin de préciser I'impact de ’dge du neurone (indépendemment de sa

date de naissance) sur la phagocytose par la microglie.

2. Suite a la déafférentation, les néo-neurones sont-ils plus phagocytés que les neu-
rones néonataux parce qu’ils subissent plus d’apoptose ? Cela revient a se deman-
der si la microglie phagocyte des néo-neurones déja morts, en cours d’apoptose
ou en bonne santé. Enfin, les particularités cellulaires des néo-neurones qui les
rendent plus susceptibles a 1'apoptose et/ou a la phagocytose par la microglie

restent a découvrir.

3. La phagocytose préférentielle des néo-neurones suite au traitement par le dichlo-
bénil est-elle due a la perte olfactive et/ou a I'inflammation subséquente ? 11 serait
intéressant de répondre a cette question en étudiant la phagocytose par la mi-
croglie suite a une déafférentation combinée a un traitement anti-inflammatoire,

par exemple par la minocycline.

III.B Roéle de la microglie dans le remodelage de

’arbre dendritique

Nous avons étudié I’arbre dendritique des néo-neurones dans plusieurs contextes qui
peuvent modifier le fonctionnement et/ou I’état d’activation de la microglie : inflam-
mation par le LPS, absence de complément C3 (souris C37/7), ou encore variation des

états mentaux (par la corticostérone et/ou la fluoxétine).

Nous avons tout d’abord constaté que les cellules granulaires issues de la neuro-
genése adulte chez les souris C37/~ ont un léger défaut de maturation au niveau de
I’arbre dendritique : alors que chez les souris sauvages immunocompétentes, la longueur
de ’arbre dendritique diminue entre les néo-neurones agés de 3 a 6 semaines, nous n’ob-
servons pas de diminution significative de la longueur de I'arbre chez les souris C37/~
(Figure I1.8). Cependant, ce défaut a peu de répercussions car nous n’observons pas
de différence significative entre les arbres dendritiques (longueur totale et nombre de
branchements) de souris controle et C37/~. Ainsi, soit le développement ou le main-
tien des dendrites des cellules granulaires est indépendant du complément C3, soit il

pourrait exister des mécanismes de compensation.

L’activation microgliale par un stimulus microbien tel que le LPS n’a pas d’impact
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sur 'arbre dendritique des cellules granulaires des souris sauvages , que les cellules
granulaires soient issues de la neurogenese adulte ou de la neurogeneése néonatale (Fi-
gure I1.8 et de I’Article 1, Paragraphe I1.A.3). Par ailleurs, les cellules granulaires se
développant dans un contexte déafférenté par le dichlobénil ont un arbre dendritique
normal (données non montrées). Ces résultats suggerent qu’en regle générale I’arbre

dendritique des cellules granulaires n’est pas affecté par un contexte inflammé.

L’intervention de la microglie dans la différence de taille des arbres dendritiques
des néo-neurones vue dans I’Article 2 (paragraphe I1.B.3 Figures 8) n’est pas claire.
La fluoxétine est un inhibiteur de la recapture de la sérotonine, et provoque donc une
augmentation du taux de ce neuromodulateur présent dans le milieu extra-cellulaire.
L’allongement de I'arbre dendritique par la fluoxétine pourrait étre lié a la forte in-
nervation sérotoninergique du bulbe olfactif, qui s’est montrée pro-neurogénique dans
d’autres études (voir paragraphe 1.B.4.a). Mais la fluoxétine est également connue pour
inhiber I'activation microgliale in vitro [Chung et al., 2011]. Par ailleurs, la microglie
possede le récepteur a la sérotonine, et il semble in vitro qu’en présence de ce neuromo-
dulateur I'activité phagocytaire de la microglie soit réduite [Krabbe et al., 2012]. Les
effets de la fluoxétine sur les néo-neurones pourraient donc en partie étre dus a ’action
de la microglie : en temps normal la microglie phagocyterait certaines branches des
néo-neurones en développement, tandis que lorsque la concentration de sérotonine est
augmentée par la fluoxétine, cette phagocytose serait diminuée, et I'arbre dendritique

allongé.

Il est intéressant de noter que lorsque les néo-neurones se développent en présence de
minocycline, leur arbre dendritique est allongé (¢,inovscontrote = 2, 44, *PminoV Scontrole =
0, 048, données non montrées). La minocycline est connue pour inhiber la microglie mais
a également des effets sur d’autres cibles cellulaires [Orsucci et al., 2009]. Il serait par
conséquent intéressant de confirmer que l'allongement de I'arbre dendritique des cel-
lules granulaires par la minocycline est bien dii a I'inactivation microgliale en utilisant
un autre anti-inflammatoire (par exemple l'ibuproféne). L’allongement de 1’arbre en
présence de minocycline et de fluoxétine nous conduit a proposer qu’un niveau basal
d’activation microgliale pourrait étre nécessaire a ’acquisition de 'arbre dendritique
des cellules granulaires, peut étre en phagocytant certaines parties de 'arbre. Ainsi, la
microglie pourrait avoir un réle physiologique dans le développement et/ou 1'élagage

des néo-neurones.

Nous avons choisi d’étudier la morphologie des cellules granulaires situées dans la
couche des grains profonde car elles sont de formes plus homogenes que les cellules gra-
nulaires de la couche des grains superficielle (voir Figure 1.14) [Lim and Alvarez-Buylla,
2014]. Selon une étude préliminaire que nous avons effectuée, les cellules granulaires

profondes et superficielles ont une sensibilité différente a la déafférentation (données
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non montrées). La longueur totale et le nombre de branchements de I’arbre dendritique
des cellules granulaires superficielles de souris ayant subi une déafférentation olfactive
est inférieure au controle (tgichiovscontrote = 9537, “**Daichiov scontrote < 0,0001), tandis

que les cellules granulaires profondes ne semblent pas affectées.

Etant donné que nos injections stéréotaxiques de lentivecteurs pour marquer les néo-
neurones ont ét¢é effectuées dans le courant de migration rostral, nous devrions avoir une
moins grande variabilité de la proportion des différents types de cellules granulaires que
si nous avions injecté la zone sous-ventriculaire (voir Figure [.14). Cependant, il faudrait
étudier plus en détails les cellules granulaires de la couche des grains superficielle, pour
vérifier que les différences d’arbre dendritique que nous observons sont bien dues a un
remaniement de 'arbre dendritique, et non a un biais de la proportion des différents

types de cellules (voir Figure 1.14).

En résumé, la microglie semble avoir un réle dans ’acquisition de I’arbre dendritique
des cellules granulaires de la couche des grains profonde en conditions physiologiques,
mais pas en conditions pathologiques comme lors d’inflammation par le LPS, d'une

déafférentation par le dichlobénil ou d’un manque de complément C3.

III.C Réle de la microglie dans I’élagage des épines

dendritiques des néo-neurones

Pour évaluer le role de la microglie dans 1’élagage des épines dendritiques des cellules
granulaires, nous avons étudié les épines dendritique des néo-neurones dans plusieurs
contextes qui peuvent modifier I’état d’activation et/ou le fonctionnement de la micro-
glie : déafférentation par le dichlobénil, inflammation par le LPS, absence du complé-
ment C3 (souris C37/7), ou encore variation des états mentaux (par la corticostérone

et/ou la fluoxétine).

La densité d’épines des cellules granulaires n’est pas affectée par ces traitements

qui modulent I'activité microgliale :

— Le LPS, qui active la microglie, ne change pas la densité des épines dendritiques,
sauf dans la zone proximale des cellules granulaires (voir article 1 paragraphe

I1.A.3 Figure 2, et données non publiées paragraphe 11.C.3.b Figure I11.9).

— L’absence de complément C3 dans les souris de génotype C37/~, qui a été montrée
comme affectant 1’élagage par la microglie dans d’autres modeéles de neurones en
développement [Mastellos, 2014], n’influence pas la densité d’épines des cellules

granulaires nées a 1’age adulte (voir Figure I1.9).
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— La corticostérone chronique, qui active la microglie [Frank et al., 2014], et la
fluoxétine qui augmente la phagocytose (voir paragraphe I11.B) n’ont pas d’effet

sur la densité d’épines (données non montrées).

— La déafférentation par le dichlobénil diminue la densité d’épines des cellules gra-
nulaires en fonction de leur age, mais cet effet ne semble pas dii a une action de
la microglie activée, car le traitement anti-inflammatoire par la minocycline ne

restaure pas la densité d’épines (voir II.A.3 Figure 2).

Bien que nous n’ayons pas de preuve directe, nous présentons ici un faisceau d’argu-
ments en défaveur de I'implication de la microglie dans le remodelage des épines dendri-
tiques des cellules granulaires issues de la neurogenese adulte bulbaire. Pour confirmer
cette hypothese, il est nécessaire d’étudier 'interaction entre les néo-neurones (et en
particulier leurs épines) et la microglie de maniére dynamique en utilisant par exemple
la microscopie a 2 photons, et/ou en inhibant spécifiquement la microglie par 1'utilisa-
tion de souris CX3CR17/~ ou en tuant spécifiquement la microglie (par exemple avec

du clodronate liposomal).

En particulier, le complément C3 ne semble pas impliqué dans 'acquisition de la
densité d’épines appropriée, contrairement a ce qui a été observé dans d’autres struc-
tures [Mastellos, 2014]. Cependant, nous ne pouvons exclure un réle du C3 compensé

par une autre voie de signalisation chez les souris C37/~.

Ces différences d’implication de la microglie entre la neurogenese adulte bulbaire
et la neurogenese embryonnaire pourraient s’expliquer par ’hétérogénéité de la répar-
tition dans l'espace (selon les régions cérébrales) et le temps (entre le développement

embryonnaire et I’dge adulte) de la microglie (voir paragraphe 1.A.4).

III.D Phénotype des souris C3KO

Le complément — et notamment le C3 — est impliqué dans certains mécanismes de
phagocytose et d’élagage durant la neurogeneése embryonnaire et néo-natale [Mastel-
los, 2014]. Dans ce travail, nous avons recherché I'impact de 'absence de C3 sur la

neurogenese adulte bulbaire et sur le comportement — notamment olfactif — des souris.

Les souris C3~/~ apparaissent moins anxieuses et plus sensibles au LPS que les
souris immunocompétentes, notamment avec une perte olfactive, et un fort sickness
behavior suite a I'inoculation intranasale de LPS (voir partie II.C.1). I est cohérent
que les souris C37/~, qui sont immunodéficientes, aient une réaction altérée a une
stimulation microbienne. Ces résultats sont en accord avec la littérature [Perez-Alcazar

et al., 2014; Shi et al., 2015], mais nécessitent d’étre répliqués pour étre confirmés.
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Afin d’explorer I'effet a long terme d’une inflammation aigué par le LPS d’une part,
et 'effet de I’absence de complément C3 sur le vieillissement d’autre part, nous avons
étudié le comportement des souris C37/~ Agées (11 mois). La encore, nous observons un
faible niveau d’anxiété des souris C37/~ comparées aux contrdles (voir Figure I1.6). Se-
lon nos données, la motricité des souris C37/~ dgées est inférieure aux controles, tandis
que leur mémoire hippocampique semble normale par rapport aux congéneéres immu-
nocompétents. Ces deux résultats sont différents d’une étude précédente menée sur des
souris de 16 mois [Shi et al., 2015], ce qui pourrait s’expliquer par la différence d’age des
souris et de nature des tests entre les études. Etant donné le faible niveau d’anxiété des
souris C3~/~ comparées aux controles (voir paragraphe I1.C.1.a.i et I1.C.1.b.i), les tests
water T-maze et contextual fear conditioning utilisés dans I’étude de Shi et al. [2015] ne
sont peut étre pas les plus appropriés pour déterminer objectivement la mémoire des
souris. En effet, ces tests sont anxiogenes (peur de I'eau dans le cas du water T-maze,
et des chocs électriques dans le cas du contextual fear conditioning). Par conséquent,
la différence de comportement dans ces tests entre souris C37/~ et sauvages pourrait

en partie venir de la variation du niveau d’anxiété induite par le contexte du test.

Comme évoqué précédemment (paragraphe I11.C), la densité des épines dendritiques
des cellules granulaires est normale chez les souris C37/~, suggérant que le complément
C3 n’est pas impliqué dans ’acquisition de la densité d’épines appropriée, contrairement
a ce qui a été vu dans d’autres structures [Schafer et al., 2012]. La encore cependant,
nous ne pouvons exclure un role du C3 compensé par une autre voie de signalisation

chez les souris C37/~,

Le parameétre sur lequel les cellules granulaires des souris C3~/~ sont le plus tou-
chées, de maniere régulée dans l’espace et le temps, est la longueur des épines dendri-
tiques (Figures I1.10 et I1.11). Dans les zones médiale et distale, la longueur des épines
est plus basse que chez les souris sauvages sur les néo-neurones de 3 semaines, mais est
normale sur les cellules granulaires de 6 semaines. Nous proposons que le développe-
ment des néo-neurones serait altéré chez les souris C37/~, mais compensé ensuite par
un mécanisme qui reste a déterminer, pour donner des neurones matures d’apparence
normale. Cependant, dans la zones proximale, la tendance est inverse (épines raccour-
cies sur les néo-neurones de 6 semaines et non de 3 semaines). Cette disparité pourrait
s’expliquer par la différence de maturation des épines le long de I’arbre dendritique (voir
paragraphe 1.C.5.b), et 'hétérogénéité du type de synapses selon les zones neuronales
(Figure 1.16).
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III.E Applicabilité de nos résultats a ’espece hu-

maine

III.E.1 Le modéle murin

Nos études ont été réalisées chez la lignée de souris B6, ce qui pose le probleme de

la transposition des résultats entre espéeces, et en particulier dans I’espece humaine.

Le modele murin a de nombreux avantages : phénomeénes physiologiques communs
avec tous les mammiferes, facilité d’élevage (avec un cycle de reproduction relativement

court), nombreuses modifications génétiques possibles. ..

Cependant, intrinsequement, une souris réagit différemment d’un étre humain, no-
tamment au niveau du comportement (par exemple,la réaction tres aversive de la souris
face a 'odeur du renard [Lazarini et al., 2014] n’existe pas chez ’étre humain), et du
systéme immunitaire (par exemple, la souris est beaucoup moins sensible que 'étre

humain a l'inflammation par le LPS) [Mestas and Hughes, 2004].

III.E.2 Choix du sexe

La plupart des études chez la souris sont réalisées exclusivement sur les males.
Les raisons principales en sont ’habitude et la facilité technique. En effet, étudier les
femelles nécessite souvent de déterminer leur phase du cycle menstruel (par frottis vagi-
nal, ce qui est un peu fastidieux) car les hormones peuvent influer sur le comportement
et la physiologie [Asarian and Geary, 2013; Tarttelin and Gorski, 1971]. Or, il existe des
différences inter-sexes (d’origine hormonale ou non), au niveau physiologique, cérébral
et comportemental [Arnold et al., 2013; Bakker and Baum, 2008]. Toutes les études

devraient donc étre effectuées sur les deux sexes (notamment les études précliniques).

Certaines maladies touchent de maniére prépondérante les femmes, et sont pour-
tant étudiées principalement chez les souris males. C’est le cas de la dépression, c¢’est
pourquoi une étude sur des souris femelles, réalisée par nos collaborateurs de 'uni-
versité de Chatenay-Malabry, a été mise en place en parallele de celle réalisée dans
notre laboratoire (Article 2, paragraphe I1.B.3). Cependant, cette étude n’est pas en-
core publiée, suite a des difficultés expérimentales : les souris femelles sont résistantes
au traitement par la corticostérone, et ne développent pas de phénotype dépressif. Cet
exemple souligne une fois de plus la différence de réaction entre males et femelles, et

la nécessité de tester les molécules actives sur les femelles.
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III.E.3 Conditions d’élevage des souris

La souris de laboratoire vit dans un milieu tres différent de son milieu naturel,
beaucoup plus restreint, pauvre et constant. En laboratoire, on essaie de recréer un peu
de la diversité naturelle par enrichissement du milieu. Mais les milieux enrichis sont
toujours plus pauvres que le milieu auquel est confrontée une souris dans la nature.
Cela peut avoir des conséquences sur le développement, notamment au niveau cérébral,

cognitif et social [Lewis, 2004].

Un autre aspect tres appauvri dans 1’élevage conventionnel des souris de laboratoire
est la stimulation immunologique. La tendance actuelle en biologie est au contrdle du
maximum de parametres, pour discriminer les effets du parametre d’intérét au milieu de
tous les autres qui pourraient interférer, et maximiser la reproductibilité des résultats.
Pour ce faire, les animaleries sont maintenues dans un état quasi-stérile, donc les souris
sont anormalement peu en contact avec des micro-organismes [Pritchett-Corning et al.,
2009]. Ainsi, le systéeme immunitaire des souris de laboratoire garde des caractéristiques
immatures (notamment au niveau de la différenciation des lymphocytes T), alors que
les congéneres provenant de magasins d’animaux de compagnie ou capturés dans la
nature ont un systéme immunitaire beaucoup plus proches des étres humains adultes
[Beura et al., 2016]. Il suffit d’introduire des souris de magasin animalier dans les cages
de souris de laboratoire pour que ces derniéres acquierent un systeme immunitaire plus

mature.

Nous pouvons donc nous interroger sur la pertinence de certains résultats trouvés
sur des souris de laboratoire, élevées dans des conditions si éloignées de leur physiologie.
Notamment, pour nous qui étudions la microglie , sa physiologie serait-elle différente
chez des animaux en contact avec plus d’agents pathogenes? Bien que la plupart des
agents pathogenes ne puissent pas traverser la barriere hémato-encéphalique pour pé-
nétrer dans le systéme nerveux central, 1’état d’activation du systeme immunitaire
périphérique influence fortement la microglie (voir paragraphe 1.A.5.a.iii). Il est donc
probable que I'exposition a des pathogenes modifie le fonctionnement de la microglie,
et nos résultats seraient probablement différents chez des souris moins préservées im-

munologiquement.

III.E.4 Neurogenese adulte et olfaction

L’olfaction parait assez rudimentaire chez I’étre humain comparé aux autres mam-
miferes : la taille relative de I’épithélium olfactif, du bulbe olfactif et des aires corticales
associées est petite, et le nombre de récepteurs olfactifs exprimés est relativement faible
(350 types différents chez I’étre humain contre 1100 chez la souris). En outre, le nombre

de glomeruli chez I’étre humain est environ trois fois plus grand que chez la souris [Ma-
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resh et al., 2008], ce qui suggere que le codage de 'information olfactive n’est peut étre

pas tout a fait identique entre especes.

La neurogenese adulte existe bien dans I’espéce humaine, mais les néo-neurones nés
dans la zone sous-ventriculaire ne semblent pas migrer vers le bulbe olfactif (voir para-
graphe [.C.7) [Bergmann et al., 2012; Sanai et al., 2011]. Il est donc difficile d’intégrer
nos résultats dans une perpective translationnelle directe. Il faut plutot les voir comme
une étude de biologie fondamentale, permettant de comprendre des mécanismes de
plasticité cérébrale, qui pourraient sur le long terme étre applicable a des pathologies

humaines.

La compréhension des mécanismes qui permettent la plasticité liée a la neurogenese
adulte chez la souris pourrait d’ailleurs aboutir a la découverte de voies de signalisa-
tion uniques, éventuellement applicables au traitement d’atteintes du systeme nerveux
central chez I’humain. Par exemple, chez la souris, la neurogenese adulte bulbaire peut
régénérer les cellule périglomérulaire perdues suite & une injection de 6-OHDA [Laza-
rini et al., 2014]. Comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires permettant le
remplacement de ces neurones dopaminergique est une piste intéressante de traitement

de la maladie de Parkinson.

III.E.5 Applications a des pathologies humaines

Comme nous l'avons déja évoqué paragraphe 1.C.6.d, il existe un fort lien chez
I'étre humain entre dépression et perte olfactive [Kohli et al., 2016; Negoias et al.,
2010; Pause et al., 2001]. Une certaine proportion de patients souffrant de dépression
ne répondent pas aux anti-dépresseurs c’est-a-dire que leur état dépressif n’est pas
endigué par la prise d’anti-dépresseurs. De plus, les anti-dépresseurs ont une certaine
latence (de l'ordre d'un & deux mois) avant d’avoir un effet sur le phénotype dépressif
des patients. Ainsi, il serait tres intéressant d’avoir un outil de diagnostique permettant

de quantifier précocément la réponse aux anti-dépresseurs.

Nous avons montré (partie I1.B) que les pertes olfactives observées dans un mo-
dele murin d’anxiété-dépression sont en grande partie restaurées par I'anti-dépresseur
fluoxétine. Une étude clinique est en cours a ’hopital du Kremlin-Bicétre pour éva-
luer les troubles olfactifs ainsi que la neurogenese adulte hippocampique (en mesurant
la taille de I'hippocampe par IRM) chez des patients dépressifs traités par des anti-
dépresseurs. Le but de cette étude est d’évaluer si un test olfactif pourrait prédire
Pefficacité d’un anti-dépresseur sur un patient donné, avant méme que les effets anti-

dépresseurs a proprement parler ne se mettent en place.

Dans cette these, nous avons étudié I'implication de la microglie dans les méca-

nismes de plasticité au niveau du bulbe olfactif, notamment suite a une inflammation.
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Certaines pathologies sont connues pour allier inflammation ou infection et troubles
cognitifs. Le sens olfactif est tres sensible aux 1ésions neurotoxiques, aussi des troubles
olfactifs pourraient étre un bon marqueur de troubles neurosensoriels ou cognitifs plus
généraux. Plusieurs études cliniques sont en cours ou en projet dans cette thématique,
notamment sur des enfants atteints de cytomégalovirus congénital, et des adultes at-
teints de polyarthrite rhumatoide. Le but de ces études cliniques est d’évaluer ’olfaction
comme marqueur précoce de troubles des fonctions supérieures, et ainsi permettre une

prise en charge plus précoce et plus adaptée des patients.
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Dans les différentes études réalisées au cours de cette these, nous avons modulé

I’activité microgliale de plusieurs manieres, avec des conséquences variées sur les néo-
neurones issus de la neurogenese adulte bulbaire. Les principales conclusions sont ré-

sumées dans la Figure IV.1.

L’activation de la microglie par la toxine olfactive dichlobénil ou par un stimulus
bactérien par LPS (a gauche sur la Figure IV.1) conduit globalement a la suppression
d’épines dendritiques, de maniere controlée dans ’espace (selon la zone de I'arbre den-
dritique) et le temps (selon 'dge du neurone au moment du traitement). Par ailleurs,
le dichlobénil coupe 'olfaction des souris, et augmente la phagocytose de morceaux de
néo-neurones par les cellules microgliales. La microglie est donc impliquée dans la
plasticité du réseau neuronal du bulbe olfactif en fonction des expériences

sensorielles.

Le traitement par la fluoxétine ou par la minocycline ne conduisent pas a ’activation
de la microglie — ils auraient plutét tendance a la dé-activer — (partie droite sur la
Figure IV.1). Ces deux traitements ont pour conséquence une élongation de ’arbre
dendritique des cellules granulaires, ce qui nous amene a proposer qu un niveau basal
d’activation microgliale pourrait étre nécessaire a l’acquisition de ’arbre
dendritique des néo-neurone, peut-étre via la phagocytose de parties de
dendrites. La fluoxétine induit également des défauts olfactifs comme la diminution
de la discrimination fine et de la mémoire olfactive : nous avons mis en évidence dans

ce modele une corrélation entre morphologie des cellules granulaires et olfaction.

Les effets du LPS et du dichlobénil sont tres localisés, et dépendent de ’age du
neurone au moment du traitement. Par ailleurs, 'effet du dichlobénil sur la densité
d’épines ne semble pas lié a 'activation microgliale, puisque le blocage de cette activa-
tion par la minocycline n’empéche pas 1’élagage. Ainsi, la corrélation entre activation de
la microglie et élagage des cellules granulaires et faible. Cela suggere que 1’élagage des

néo-neurones du bulbe olfactif pourrait étre indépendant de la microglie.
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Dichlobénil - Fluoxétine

rd

Microglie
non activée

Microglie
activée

> Suppression
:n: Défauts olfactifs

-\ Raccourcissement

,1' Allongement

; ¢ Particule phagocytée

FiGURE IV.1 — Bilan : principaux effets sur 'olfaction et la morphologie des néo-neurones
des différents traitements étudiés dans cette these.

A gauche, effets du dichlobénil et du LPS; & droite, effet de la fluoxétine et du génotype C3~/~. Les

effets montrés ici n’ont pas tous lieu sur des néo-neurones de méme age. Pour plus de détails, voir le
texte.
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Le génotype C3~/~ diminue la complexité dendritique et la longueur des épines des
cellules granulaires, sans pour autant toucher a la densité d’épines. Ainsi, contrairement
a ce qui a été montré dans la neurogenese embryonnaire, I’élagage des néo-neurones
du bulbe olfactif adulte pourrait passer par des mécanismes indépendants

du complément C3.

Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les modalités de I'in-
teraction entre microglie et cellules granulaires notamment au niveau dynamique (par
exemple en utilisant des techniques d’imagerie dynamique telles que la microscopie a

2 photons), et au niveau moléculaire.

Ce travail de these montre 'importance de la microglie dans la régulation du
taux de neurogenése bulbaire en fonction de ’activité sensorielle. L’implica-
tion de la microglie dans les mécanismes de plasticité neuronale ouvre des perspectives

de recherche pour des thérapies ciblées sur les cellules microgliales.
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Glossaire

6-OHDA 6-Hydroxy-DopAmine, amine neurotoxique pour les neurones dopaminer-
giques et noradrénergiques, utilisée en injection intracranienne comme modele de
maladie de Parkinson. 13, 45, 113

acétylcholine Neurotransmetteur central et périphérique impliqué au niveau central
dans l'attention, la plasticité et la récompense. Il peut agir sur deux récepteurs :
le récepteur muscarinique (couplé a une protéine G), et le récepteur nicotinique
(canal ionique). 27, 38

Alzheimer Maladie neurodégénérative qui touche d’abord les neurones hippocam-
piques puis s’étend au cortex. Les symptomes suivent la progression de la dégé-
nérescence (perte de la mémoire a court terme, puis troubles cognitifs tels que
confusion, changement de personnalité ou problemes de langage). La neurodé-
générescence est corrélée a deux marqueurs physiopathologiques : accumulation
extracellulaire du peptide A (plaques amiloides) et agrégation intracellulaire de
neurofibrilles de protéines 7. Cependant, on ne connait pas a ce jour la cause
primaire de la maladie. 12, 44

anhédonie Symptome médical caractérisé par I'incapacité d’un sujet a ressentir des
émotions positives lors de situations de vie pourtant considérées antérieurement
comme plaisantes. C’est un des symptomes de la dépression. 53, 94

apoptose Mort cellulaire programmée. Processus par lequel des cellules déclenchent
leur auto-destruction en réponse a un signal. C’est I'une des voies possibles de la
mort cellulaire ; elle est physiologique, génétiquement programmée et nécessaire
a la survie des organismes multicellulaires. Elle ne provoque pas d’inflammation.
10, 15, 40, 41, 106

astrocyte Cellule gliale aux fonctions treés larges (support, nutrition, homéostasie,
équilibre synaptique...) ; elle tire son nom de sa forme étoilée. 15, 16, 20, 29-32,
34, 36, 46

B6 C57/BL6, lignée consanguine de souris & pelage sombre obtenue en 1921. C’est

la lignée que nous avons utilisée dans toutes les expériences présentées dans la
partie Résultats. 47, 50, 111

barriere hémato-encéphalique Barriere physiologique présente dans le cerveau entre
la circulation sanguine et le systéme nerveux central. Elle protege le milieu céré-
bral, grace a des jonctions serrées entre les cellules endothéliales qui tapissent les
capillaires du c6té du flux sanguin. 3, 5, 9-12, 112

BrDU Le 5-bromo-2’-deoxyuridine est un nucléoside synthétique analogue a la thymi-
dine. Il est intégré a ’ADN en remplacement de cette derniére durant la mitose,
et joue donc le role de marqueur de la prolifération cellulaire. 30, 41, 45

bulbe olfactif Structure cérébrale recevant les informations sensorielles olfactives des
neurones récepteurs olfactifs, et les relayant au cortex olfactif ; pour une descrip-
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tion détaillée de son réseau, voir paragraphe 1.C.5.b. 20, 22-28, 31-36, 39, 40,
44-51, 55, 56, 76, 77, 97, 99, 105, 107, 112, 113, 115, 117

bulbe olfactif accessoire Structure située dans la partie dorsalo-postérieure du bulbe
olfactif chez la souris. Elle fait partie d’une voie de reconnaissance des molécules
chimiques (phéromones principalement) paralleéle au systéme olfactif principal,
recevant les informations de l'organe voméronasal — vestigial chez 1’étre humain
— qui pergoit des molécules en phase fluide. 25

14C Carbone radioactif, de nombre de masse 14. Lors des essais nucléaires durant la
guerre froide dans les années 1950 et 1960, la quantité de “C atmosphérique a
quasiment doublé. Ce carbone radioactif est entré dans la chalne alimentaire par
fixation de *CO,. Du carbone est intégré dans I’ADN lors de la réplication par
mitose, et I’'on peut donc dater I’age d’une cellule post-mitotique car son taux de
14 correspond a celui de I'atmospheére au moment de la mitose qui I'a générée.
46

C1lq Facteur du complément 1q, polypeptide composé de 18 sous-unités des trois types
(A, B et C) formant un « bouquet » de six immunglobulines capables de se fixer
a plus d’'une centaine de motifs moléculaires, dont les anticorps IgG et IgM, et
des molécules exprimées a la surface des cellules mourantes. 17, 20

C3 Facteur du complément 3, protéine centrale dans la cascade du complément. Elle
est activée par clivage, ce qui donne le peptide C3b capable d’opsonisation et le
C3a soluble et pro-inflammatoire. 18-20, 47, 49, 50, 92-103, 105, 106, 108-110,
116, 117

CalB La Calbindine-D28k est une protéine de 28 kDa capable de lier le Ca?* dans
4 domaines. Sa présence dans certains interneurones GABAergiques définit la
sous-catégorie des interneurones a calbindine. 24, 33, 34

CalR La Calrétinine ou Calbindine-D29k est une protéine de 29 kDa capable de lier
le Ca?* dans 6 domaines. Sa présence dans certains interneurones GABAergiques
définit la sous-catégorie des interneurones a calrétinine. 24, 34

CD11b Cluster of Differenciation 11b, est la sous-unité aM de I'intégrine aM G2, qui
correspond au CR3; il est exprimé a la surface de nombreux leucocytes, dont les
monocytes et les macrophages. Il est impliqué dans la réponse a l'inflammation
(adhésion, migration, phagocytose...). 5

CD206 Cluster of Differenciation 206, ou récepteur au mannose, est une lectine mem-
branaire des macrophages qui reconnait les peptidoglycanes a la surface des micro-
organismes. 8

CD39 Cluster of Differenciation 39, ou Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-
1, est une enzyme extracellulaire de surface, qui catalyse 'hydrolyse des résidus
[ et v -phosphate des triphospho- et diphosphonucleosides. 6

CD68 Cluster of Differenciation 68 (ausi appelé ED1), glycoprotéine du lysosome
exprimée par les monocytes et macrophages, surexprimée durant I'inflammation.

8, 50

cellule en grain du gyrus dentelé Neurone excitateur glutamatergique situé dans
la couche granulaire du gyrus dentelé, qui projette vers CA3 (Cornu Ammonis 3,
autre région de ’hippocampe) et peut étre issu de la neurogenese adulte hippo-
campique. 31

124



Glossaire

cellule en touffe Cellule excitatrice glutamatergique dont le corps cellulaire est si-
tué dans les glomérules du bulbe olfactif, et dont ’axone projette vers le cortex
olfactif. 22-27, 37, 48

cellule gliale Toute cellule du systéeme nerveux central qui n’est pas neuronale ni
endothéliale : microglie, astrocyte, oligodendrocyte et épendymocyte ; on utilise
parfois le nom générique de glie. 15

cellule granulaire Interneurone GABAergique, pouvant provenir de la neurogenese
adulte, dont le corps cellulaire est situé dans la couche des grains du bulbe olfactif.
22,23, 26-28, 33-41, 48, 51, 55, 56, 98-103, 105-110, 115, 117

cellule mitrale Cellule excitatrice glutamatergique dont le corps cellulaire est situé
dans la couche mitrale du bulbe olfactif, et dont I’axone projette vers le cortex
olfactif. 2228, 37, 48, 56

cellule myeloide Cellule issue de la moelle osseuse, et donc dérivée de cellules souches
hématopoiétiques. 3, 4

cellule périglomérulaire Interneurone GABAergique et/ou dopaminergique de la

couche glomérulaire du bulbe olfactif, pouvant provenir de la neurogenese adulte.
22-24, 27, 33-35, 37, 39, 40, 45, 48, 113

cellule souche neurale Cellule souche pluripotente pouvant donner naissance a des
neurones, des astrocytes ou des oligodendrocytes ; il s’agit la plupart du temps
de glie radiaire. 13, 15, 17, 22, 29-34, 39, 41, 42

cellules souches hématopoiétiques Cellules de la moelle osseuse a ’origine de toutes
les cellules circulant dans le sang, notamment les cellules immunitaires dont les
monocytes et macrophages. 3-5

centrifuge Qualifie un message neuronal allant du centre (cortex) vers la périphérie.
Il module notamment les perceptions sensorielles. Le message en sens inverse est
dit centripete. 26-28, 40, 41

centripete Qualifie un message neuronal allant de la périphérie vers les centres in-
tégrateurs (notamment les différents cortex). Le message en sens inverse est dit
centrifuge. 41

centrosome Organite non membrané a partir duquel polymérisent tous les microtu-
bules. 35

chimiokine Cytokine de faible poids moléculaire ayant la propriété d’attirer des cel-
lules (chimiotactie), notamment des cellules immunitaires. 7, 8, 11, 12, 42

cholinergique Se dit d’un neurone ou d’une synapse utilisant ’acétylcholine comme
neurotransmetteur. 27

cil primaire Organite sensoriel (non moteur) qui forme une unique et fine protu-
bérance depuis le corps cellulaire ; son échafaudage formé de microtubules sert
d’ancrage a de nombreuses molécules, notamment des moteurs moléculaires qui
transportent des protéines le long du cil. 33

CMH Compexe Majeur d’Histocompatibilité, systeme de reconnaissance du soi ex-
primé a la surface des cellules présentatrices d’antigene. 8

complément Ensemble d’enzymes (C1 a C9) protéolytiques appartenant au systéme
immunitaire inné et adaptatif, pouvant s’activer en cascade. Le C3 est a la croisée
des trois voies d’activation de la cascade. 16, 17, 19, 20, 47, 49, 94-97, 102, 103,
105, 106, 108-110, 117
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cone de croissance Extension dynamique d’un neurone en migration, ou d’un neurite
en développement ; il est sensible aux molécules chimioattractives et chimioré-
pulsives, ainsi qu’a la matrice extracellulaire. 34, 35

cortex olfactif Ensemble de parties du cortex cérébral impliquées dans le traitement
des informations olfactives en provenance de bulbe olfactif, comprenant notam-
ment le cortex piriforme et le noyau olfactif antérieur. 23-27

cortex orbitofrontal Partie du cortex préfrontal qui integre de nombreuses informa-
tions sensorielles et est impliquée dans la prise de décision. Il tire son nom des
lobes frontaux et du fait qu’il est situé au-dessus des orbites. 26, 28

cortex piriforme Paléocortex a trois couches, recevant des entrées du bulbe olfactif
et du tractus olfactif latéral. 24-28

corticostérone Principale hormone glucocorticoide chez la souris. 76, 77, 106, 108

couche des grains Couche du bulbe olfactif contenant les corps cellulaires des cellules
granulaires. 23, 26-28, 33-37, 48, 107, 108

couche glomérulaire Couche du bulbe olfactif contenant les glomérules. 23, 26-28,
34, 35, 48-50

couche mitrale Couche du bulbe olfactif contenant les corps cellulaires des cellules
mitrales. 22, 23, 34, 36, 48

couche plexiforme externe Couche du bulbe olfactif contenant peu de corps cellu-
laires située entre la couche mitrale et la couche glomérulaire. 22, 23, 28, 34, 36,
37, 40, 48

couche plexiforme interne Couche du bulbe olfactif contenant peu de corps cellu-
laires située entre la couche des grains et la couche mitrale. 23, 27, 34, 48

courant de migration rostral Voie de migration tangentielle des neuroblastes nés
dans la zone sous-ventriculaire et se rendant dans le bulbe olfactif. 23, 28, 31,
33-37, 39, 46, 51, 98, 108

CR3 Récepteur au complément 3, peut fixer iC3. 97

CSF-1R Colony Stimulating Factor 1 Receptor est le récepteur a une cytokine sécré-
tée qui induit la différenciation des cellules souches hématopoiétiques en macro-
phages. C’est également un facteur de survie de la microglie. 6, 16

CX3CR1 Protéine transmembranaire couplée a une protéine G, récepteur de la chi-
miokine CX3CL1 ou fractalkine, exprimée par les lymphocytes et les monocytes.
4,6, 13, 15-17, 50, 109

cytokine Protéine ou glycoprotéine de signalisation cellulaire synthétisée par des cel-
lules (notamment les cellules du systéme immunitaire), agissant & distance sur
d’autres cellules pour en réguler 'activité et la fonction. 7, 8, 10-13, 33, 41-43,
47

Dcx La doublecortine est une protéine associée aux microtubules exprimée par les
progéniteurs neuronaux en division et les neuroblastes. Elle est d’ailleurs souvent
utilisée comme marqueur moléculaire des neurones immatures. 35, 36, 41, 46

déafférentation Coupure de I'innervation d’une structure nerveuse. Dans le cas du
bulbe olfactif , il s’agit de la coupure de 'entrée sensorielle provenant de 1'épi-
thélium olfactif via le nerf olfactif. 47, 48, 55-57, 105-109

dérivé réactif de 'oxygeéne Espece chimique oxygénée rendue chimiquement tres
réactive par la présence d’électrons de valence non appariés (par exemple 1’anion
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superoxyde O, , I'oxygene singulet O3, le peroxyde d’hydrogene HyO2, ou 1'ozone
O3). Les dérivés réactifs de 'oxygene peuvent étre d’origine exogéne — produits
par des rayonnements ionisants par exemple — ou bien endogenes, apparaissant
comme sous-produits du métabolisme normal de I'oxygene et jouant alors un role
important dans la communication entre les cellules. Ils deviennent cependant
cytotoxiques a forte concentration (stress oxydatif). 7, 42

dichlobénil 2,6-dichlorobenzonitrile, herbicide aujourd’hui interdit ayant une forte
toxicité pour les glandes de Bowman de I’épithélium olfactif. Il provoque la né-
crose des neurones récepteurs olfactifs et la dégénérescence du nerf olfactif (dé-
afférentation du bulbe olfactif), ce qui résulte en une forte inflammation dans le
bulbe olfactif. 47, 48, 55, 56, 106-109, 115, 116

diencéphale Partie du systéme nerveux central en développement, a l'origine des
vésicules optiques et des ganglions de la base. 29

dopamine Neurotransmetteur et neuromodulateur appartenant aux catécholamines,
issu de l'acide aminé tyrosine, notamment via ’enzyme TH. Ce neuromodulateur
joue un role essentiel dans des processus moteurs et cognitifs. La perte des neu-
rones dopaminergiques de la substance noire entraine les troubles moteurs de la
maladie de Parkinson. 24

dopaminergique Se dit d'un neurone ou d’une synapse utilisant la dopamine comme
neurotransmetteur. 13, 16, 24, 33, 36, 39, 45, 113

élagage Suppression de parties neuronales (synapses, axones ou dendrites). C’est un
processus physiologique important lors de développement des neurones. Il peut
étre interne au neurone (rétraction), ou bien externe, notamment par phagocytose
par la microglie. 14, 16, 47, 55-57, 97, 105, 108, 109, 115, 117

énantiomere Deux molécules sont énantiomeres I'une de ’autre lorsqu’elles possedent
les mémes groupements chimiques et sont I'image I'une de l'autre dans un miroir.
On distingue les énantiomeres par leur propriété de dévier la lumiere polarisée
de maniere différente : on note (+) celui qui dévie la lumiere vers la droite, (-)
celui qui la dévie vers la gauche. 21

enrichissement Augmentation de la richesse du milieu des animaux d’élevage pour
mieux reproduire le milieu naturel. Il n’existe pas de méthode universelle d’en-
richissement : il peut passer par l'introduction de coton pour faire un nid, de
jeux et d’objets aux formes variées, de roues. .. Pour I'enrichissement olfactif, les
animaux sont mis en présence d’odeurs variées renouvelées régulierement. 40, 42,
112

épendymocyte Cellule épithéliale qui tapisse la surface du ventricule : elle est a
I'interface entre le liquide cérébro-spinal et le systéme nerveux central. C’est I'un
des quatre types de cellules gliales. 30, 33

épine Protrusion d'une dendrite, formant la partie post-synaptique (receveuse) d'un
contact synaptique. 36, 37, 39, 40, 51, 56, 57, 99-103, 108-110, 117
épithélium olfactif Muqueuse de la cavité nasale, contenant les neurones récepteurs

olfactifs ; il est bien distinct de I’épithélium respiratoire, situé plus en avant dans
la cavité nasale. 21-23, 47-49, 76, 77, 112

extrinseque Se dit d’un facteur déterminant le sort d’une cellule qui est présent dans
I’environnement de la cellule, mais qui ne dépend pas de son lignage : une cellule
greffée dans cet environnement perd ses caractéristiques propres et acquiert celles
des cellules qui ’entourent. 35, 39
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F4/80 Protéine membranaire d’adhésion appartenant a la famille des protéines cou-
plées a la protéine G, exprimée chez la souris par les macrophages. 6

ficoline Lectine oligomérique reconnaisant les N-acétyl-glucosamines et pouvant initier
la cascade du complément. 19

fluoxétine Inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine, couramment utilisé
notamment pour traiter la dépression (sous le nom commercial de Prozac). 43,
76, 77, 106-108, 113, 115, 116

fractalkine chimiokine chemoattractante pour les monocytes dans sa version sécrétée,
et qui permet I'adhésion et la migration dans sa forme membranaire; elle est
produite par les neurones du systeme nerveux central. 4, 17, 50

GABA ~v-aminobutyric acid ou acide y-aminobutyrique, principal neurotransmetteur
inhibiteur du systéme nerveux central chez les mammiferes adultes. 27, 38

GABAergique Se dit d’'un neurone ou d’une synapse utilisant le GABA comme neu-
rotransmetteur. 22, 24, 27, 39

GFAP La protéine acide fibrillaire gliale, ou Glial Fibrillary Acidic Protein est un
marqueur moléculaire des astrocytes. Elle est cependant exprimée par plusieurs

autres types cellulaires dans le systeme nerveux central, comme les épendymo-
cytes. 32, 34

GFP Green Fluorescente Protein ou protéine fluorescente verte, protéine a fluoro-
chrome provenant d’une méduse, dont ’expression peut étre génétiquement in-
duite pour marquer une protéine ou une cellule d’intérét. 5, 50, 51

glande de Bowman Glande sécrétrice de mucus, située dans I’épithélium olfactif. 22,
47, 48

glie radiaire cellule bipolarisée présente dans le systeme nerveux central en dévelop-
pement et dans les niches neurogéniques a 1’age adulte. La glie radiaire est de
nature astrocytaire (elle exprime le marqueur moléculaire GFAP, typique des
astrocyte) et donne naissance aux progéniteurs neuronaux, mais aussi éventuelle-
ment a des astrocyte et oligodendrocyte. Elle doit son nom a sa forme : lors de la
neurogenese embryonnaire, les neuroblastes migrent le long de son prologement.
29-31, 34

glomérule Structure du bulbe olfactif ot convergent les axones des neurones récep-
teurs olfactifs et les dendrites des cellules mitrales. 22-24, 26

glucocorticoide Groupe d’hormones produites par la glande surrénale (faisant par-
tie de 'axe HPA), de maniére circadienne ou lors d’'un événement stressant.
Un pic aigu de glucocorticoides est anti-inflammatoire, mais peut devenir pro-
inflammatoire en chronique, notamment lors d’un stress chronique. L’apport chro-
nique de glucocorticoides exogenes peut d’ailleurs étre utilisé comme modele de
dépression. Chez I’étre humain la principale hormone glucocorticoide est le cor-
tisol ; son équivalent chez la souris est la corticostérone. 8, 12, 43, 76

glutamatergique Se dit d'un neurone ou d’une synapse utilisant le glutamate comme
neurotransmetteur. 23, 28, 29, 41

gyrus dentelé Structure de I’hippocampe aussi appelée gyrus denté. 17, 20, 28, 30,
31, 41-43, 46, 76, 77

hippocampe Structure du cerveau située sous le cortex, impliquée dans la mémoire
et la navigation spatiale. Il contient entre autres le gyrus dentelé, siege de neu-
rogenese adulte . 8, 30, 31, 41, 43-46, 57, 113
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homéostasie Phénomene par lequel un facteur clé (par exemple, le taux de glucose)
est maintenu autour d’une valeur bénéfique pour le systéeme considéré, grace a
un processus de régulation. Plus globalement, I’homéostasie est la capacité d'un
organisme a maintenir tout un ensemble de facteurs clés autour d’une valeur de
référence. 10, 14, 33

HPA Axe Hypothalamus-Pituitaire-Adrénal, axe hormonal complexe dont les hor-
mones se régulent les unes les autres (directement ou par rétrocontrole). Il joue
notamment un réle important dans la réponse au stress. 43, 76, 77

hypothalamus Structure du cerveau située sur la face ventrale de l'encéphale. 11
est constitué de plusieurs sous-structures, appelées noyaux, qui assurent diverses
fonctions. Il assure notamment un important role endocrine. 30

Iba-1 Ionized calcium-binding adapter molecule 1, aussi appelée Allograft inflamma-
tory factor 1 (AIF-1), protéine exprimée par les macrophages et les monocytes ;
dans le cerveau, elle marque spécifiquement la microglie (sauf en cas d’invasion
de cellules immunitaires périphériques, voir page 12) et est surexprimée lorsque
la microglie est activée. 6, 50, 105

IGF Insulin-like Growth Factor, facteur de croissance ressemblant a I’insuline, impor-
tant pour de nombreux processus physiologiques. 15, 42

IL Interleukine, molécule de communication entre cellules immunitaires (cytokine)
ayant d’abord été décrite dans les leucocytes. 7, 8, 11-13, 15, 17, 41-44

inflammation Réaction de défense immunitaire stéréotypée en réponse a une agres-
sion externe (infection, traumatisme, brilure, allergie, etc) ou interne (cellules
cancéreuses) faisant intervenir 4 phénomenes : élévation des cytokines et chimio-
kines pro-inflammatoires, activation de macrophages, recrutement de leucocytes
et dommages tissulaires locaux. 8, 11-13, 19, 41-45, 47, 56, 111

iNOS Enzyme inductible de synthese de 'oxyde nitrique. 7

interféron-y Cytokine pro-inflammatoire notamment impliquée dans la réponse aux
infections virales, en empéchant la réplication du virus dans les cellules-hotes. 7,
8, 43, 44

interneurone Neurone ayant des prolongements a faible distance : généralement, les
interneurones ont tous leurs dendrites et leur axone contenus dans la méme struc-
ture du systeme nerveux central. Par exemple, les interneurones du bulbe olfactif
ont tous leurs dendrites contenus dans le bulbe olfactif. La plupart sont inhibi-
teurs et utilisent le GABA comme neurotransmetteur. 22, 23, 29, 30, 34, 40, 47,
48, 55

intrinseque Se dit d'un facteur déterminant le sort d’une cellule qui n’est pas modifié
par 'environnement de la cellule, mais qui dépend seulement de son lignage :
cette cellule greffée dans un contexte différent ne change pas de destinée. 35, 38

IRM Imagerie par Résonnance Magnétique, méthode d’imagerie cérébrale fondée sur
la résonnance magnétique nucléaire et permettant de visualiser le cerveau en
3 dimensions. Il existe des appareils d’IRM adaptés aux organismes modeles,
notamment aux rongeurs. 43, 113

lame basale Assemblage de protéines et glycoprotéines extracellulaires sur lequel re-
posent les cellules épithéliales. Les molécules constitutives de la lame basale sont
sécrétées par les cellules épithéliales. 32, 33
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lectine Protéine qui se lie spécifiquement et de fagon réversible a certains glucides.
Les lectines ont un role dans I'immunité, soit sous forme membranaire comme le
CD206, soit sous forme sécrétée comme la MBL et les ficolines dans la voie des
lectines du complément. 19

leucocyte Aussi appelés globules blancs, les leucocytes sont les cellules immunitaires
circulant dans le sang. 1, 4, 11

lignage cellulaire Méthode permettant d’établir 1’origine embryonnaire d'un tissu
adulte, en marquant des cellules & un stade embryonnaire (grace & un colorant,
ou par des méthodes génétiques qui sont transmises par mitose), et en analysant
leur progéniture a un stade plus avancé de développement. 4

liquide cérébro-spinal Le liquide cérébro-spinal est le fluide dans lequel baigne le
systeme nerveux central. Il est secrété dans le cerveau par les plexus choroides
au niveau des ventricules. 33

LPS Lipoposysaccharide, molécule de la membrane externe des bactéries a Gram né-
gatif, composée d'un lipide et d'un polysacharide liés de maniére covalente. Il est
reconnu par des récepteurs de I'immunité innée tels que des TLR et provoque chez
les mammiferes une forte réaction pro-inflammatoire. 8, 13, 15, 41, 42, 47-50, 56,
92-103, 105, 106, 108, 109, 111, 115, 116

LTP Potentiation a long terme, augmentation durable de la transmission synaptique
déclenchée par une suite particuliere de stimulations de la synapse en question.
11

M1 Etat d’activaton « classique » de la microglie correspondant & Iexpression prin-
cipale de cytokines pro-inflammatoires. 7, 8, 11, 12, 41

M2 Etat d’activaton « alternative » de la microglie correspondant & 'expression prin-
cipale de cytokines anti-inflammatoires. 7, 8, 41

MAC Membrane Attack Complex, canal membranaire formé de la polymérisation du
complément C9 fixé au complexe C5-6-7-8 et provoquant la lyse de la cellule par
entrée osmotique d’eau. 19

macrophage Cellule immunitaire phagocytaire, résidente dans un tissu, et ayant des
propriétés spécifiques selon le tissu ; elle est issue des monocytes circulants. 3-8,
10, 32

macrophage périvasculaire Macrophage résidant dans le systeme nerveux central,
proche des vaisseaux sanguins et des cappillaires. 5, 6

marqueur moléculaire Molécule (le plus souvent protéique ou glycoprotéique) expri-
mée spécifiquement par un type cellulaire donné, ou dans des conditions données.
Par exemple Iba-1 est un marqueur moléculaire des monocytes et macrophages,
et CD68 un marqueur des monocytes et macrophages activés. 5, 6, 45, 46

MBL Mannose-Binding Lectin, lectine sécrétée pouvant initier la cascade du complé-
ment lorsqu’elle se fixe au mannose. Sa structure est tres proche du Clq, mais
peut se présenter sous plusieurs formes oligomériques (trimeres, tétrameres et
plus). 19

méninges membranes entourant le systeme nerveux central. 11

mésencéphale Partie médiane du systéeme nerveux central en développement, & 1’ori-
gine du tegmentum et du tectum. 29

métencéphale Partie du systeme nerveux central en développement, a 'origine du
cervelet. 29
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microglie Macrophage résidant dans le systeme nerveux central, plus précisément
dans le parenchyme; elle est caractérisée au repos par une forme tres ramifiée.
1-17, 20, 41-44, 46-48, 50, 55-57, 97, 103, 105-109, 112, 113, 115, 117

minocycline Antibiotique & large spectre couramment utilisé pour ses propriétés anti-
inflammatoires sur la microglie. 15, 49, 55, 56, 106, 107, 109, 115

monocyte Cellule immunitaire phagocytaire circulante ; elle peut se différencier en
macrophage dans divers tissus. 3-6

myélencéphale Partie postérieure du systeme nerveux central en développement, a
I'origine du tronc cérébral. 29

myélinisation Processus par lequel les axones des neurones sont entourés d’une gaine
de myéline : les oligodendrocyte enroulent leur membrane riche en myéline autour
des axones. La vitesse de conduction de I'influx nerveux le long de I'axone est
augmentée par la myélinisation. 14, 16

néo-neurone Neurone né a I’age adulte, lors de la neurogenese adulte. 20, 23, 27, 30—
33, 3542, 44, 46-48, 51, 55-57, 76, 77, 97-99, 101, 103, 105-110, 112, 115-117

nerf olfactif Ensemble des axones des neurones récepteurs olfactifs qui projettent de
I’épithélium olfactif au bulbe olfactif. 23, 24, 26, 27, 47, 48

neuroblaste Cellule immature destinée a se différencier en neurone. 17, 20, 23, 29,
31-37, 39, 44, 46

neurogenéese adulte Ensemble des processus de création de nouveaux neurones fonc-
tionnels — appelés néo-neurone — au sein du systéeme nerveux central a l'dge
adulte ; elle a principalement lieu dans trois zones du cerveau chez le rongeur :
la zone sous-ventriculaire, le gyrus dentelé et I'hypothalamus. 17, 20, 22, 27-30,
37, 41-47, 49, 55, 56, 76, 77, 105-107, 109, 112, 113, 115

neurogenése embryonnaire Ensemble des processus de création de neurones fonc-

tionnels a partir d’une cellule souche neurale, lors du développement du systeme
nerveux central chez 'embryon. 15, 29, 33, 37, 56, 109, 117

neuroinflammation Inflammation ayant lieu dans le systeme nerveux central. Elle
présente les 4 caractéristiques de I'inflammation, avec rupture obligatoire de la
barriere hémato-encéphalique et entrée de leucocytes périphériques. Elle peut
étre déclenchée par un traumatisme cranien, une ischémie ou une infection dans
le systeme nerveux central. Par extension, ce terme est souvent employé des lors
que des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires sont exprimées et/ou que la
microglie est activée. 10-12

neurone récepteur olfactif Neurone de I'épithélium olfactif aussi appelé neurone
sensoriel olfactif, exprimant un unique type de récepteur olfactif, responsable de
la transduction du message chimique (fixation d’une molécule odorante sur le
récepteur olfactif) en message électrique le long de son axone ; ’ensemble des
axones des neurones récepteurs olfactifs forme le nerf olfactif qui projette sur le
bulbe olfactif au niveau des glomérules. 21-23, 26, 39, 47, 48, 77

NF-xB Nuclear Factor kB, complexe de protéines jouant le role de facteur de trans-
cription, exprimé de fagon quasiment ubiquitaire par les cellules des mammiferes,
et impliqué dans de nombreux processus immunitaires (notamment dans la ré-
ponse a l'inflammation) ou non (plasticité synaptique). 8, 15

niche neurogénique Structure ayant des caractéristiques physico-chimiques particu-

lieres permettant le maintien et la prolifération de cellules souches neurales. 30,
32
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NKCC1 Transporeur ionique transmembranaire faisant activement entrer des ions
C1™ et sortir le Kt dans la cellule grace a la force du gradient Na™ (lui-méme gé-
néré par la Na® /K™ ATPase). Il provoque 'accumulation de Cl~ intracellulaire.).
35, 36

NOD Nucleotide-binding Oligomerization Domain, récepteur immunitaire impliqué
dans I'immunité innée. 7

noradrénaline Neurotransmetteur et hormone, aussi appelé norépinéphrine. Dans le
systeme nerveux central elle est produite principalement par les neurones du locus
ceeruleus dans le tronc cérébral. 26, 38

noradrénergique Se dit d’un neurone ou d’une synapse utilisant la noradrénaline
comme neurotransmetteur. 26

noyau olfactif antérieur Partie la plus rostrale du cortex olfactif. 24-27

oligodendrocyte cellule gliale dont la membrane s’enroule autour des axones des
neurones, pour former une gaine de myeline qui augmente la vitesse de conduction
du signal électrique. 2, 15, 29

opsonisation Processus biochimique par lequel une molécule (dite opsonine) recouvre
la membrane d’une cellule cible (un micro-organisme ou une cellule du corps
infectée par un pathogeéne) pour favoriser sa phagocytose par une cellule dotée
de récepteurs pour les opsonines. Les anticorps et le complément C3b sont des
opsonines. 18, 19

PAMP Un motif moléculaire associé aux pathogenes ou Pathogene Associated Mo-
lecular Pattern est une molécule produite par des pathogenes (bactéries, virus,
champignons, parasites. .. ), reconnue par le systéme immunitaire inné et provo-
quant une réaction pro-inflammatoire. Par exemple, le LPS est un PAMP reconnu
par des récepteurs TLR. 11

parabiose Méthode qui consiste a relier deux animaux chirurgicalement par leur pé-
ritoine, de sorte qu’ils partagent la méme circulation sanguine. 4, 5

Parkinson Maladie neurodégénérative touchant les neurones dopaminergiques (no-
tamment dans la substance noire), associée avec des agrégats intracellulaires de
protéine a-synucléine (corps de Lewy). Les signes cliniques typiques (tremble-
ment de repos, akynésie et hypertonie musculaire extrapyramidale) sont dus a
la perte des neurones de la substance noire, ce qui provoque la dérégulation du
circuit des ganglions de la base ; mais ces signes moteurs peuvent étre précédés de
signes précliniques peu discriminants (troubles du sommeil, constipation, perte
olfactive) liés a la perte des autres neurones dopaminergiques. 12, 13, 44, 45, 113

phagocytose Processus cellulaire par lequel certaines cellules peuvent ingérer des par-
ticules étrangeres solides d’échelle micrométrique. La phagocytose est induite par
le contact physique avec la particule-cible, de taille supérieure a 0,5 um. 10, 13,
15-17, 19, 20, 56, 57

plasticité Ensemble des mécanismes par lesquels le cerveau est capable de se modifier
physiquement et fonctionnellement. Elle peut apparaitre a plusieurs échelles : du
sub-cellulaire (modification des synapses), au réseau (ajout par neurogenese ou
retrait par mort cellulaire de neurones au réseau). La plasticité neuronale permet
apprentissage et Padaptation des étres vivants. A I'dge adulte, la neurogenése
adulte est une composante clef de la plasticité cérébrale. 113, 115

poisson zébre Animal modele couramment utilisé, notamment en biologie du déve-
loppement. Sa larve transparente permet de I'imagerie in toto. 4, 10
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progéniteur neuronal Cellule neuronale pouvant se diviser un nombre fini de fois et
donner naissance a des neurones. 29-32

proneurogénique Qui favorise la neurogenese. 17, 42

PSA-NCAM La Polysialated Neural Cell Adhesion Molecule est primordiale dans la
migration des neuroblastes : 'ajout d’un groupement acide polysialique (PSA) a
la protéine membranaire d’adhésion NCAM empéche 'adhérence du neuroblaste
en migration avec son environnement. 35, 36, 46

PSD95 Post-Synatic Density 95, protéine associée a la membrane participant a I’écha-

faudage des densités post-synaptiques des synapses excitatrices glutamatergiques.
41

PU.1 Facteur de transcription important dans le développement de la lignée des mo-
nocytes et des lymphocytes B. 16

récepteur éboueur Récepteur impliqué dans I'immunité innée, qui reconnait et dé-
grade des lipoprotéines situées sur la surface des micro-organismes. 7

récepteur olfactif Protéine transmembranaire (récepteur a 7 domaines transmem-
branaires couplé a une protéine G) ayant une affinité pour une gamme de mo-
lécules odorantes, dont la fixation provoque une cascade moléculaire qui in fine
donne un message électrique dans le nerf olfactif. L’ensemble des genes des ré-

cepteurs olfactifs forme une famille multigénique de plusieurs centaines de genes.
21, 22, 24, 112

reeline Protéine cruciale pour la régulation des processus de migration neuronale pen-
dant le développement cérébral, ainsi que durant la neurogenese adulte. 35

rhombencéphale Partie postérieure du systeme nerveux central en développement,
a 'origine métencéphale myélencéphale. 15

Robo Famille de protéines membranaires (Roundabout, 4 homologues) réceptrices aux
protéines sécrétées Slit : suite a la fixation, une cascade moléculaire aboutit a
Pactivation de plusieurs effecteurs qui controlent la motilité cellulaire. 35, 36

sac vitellin Structure péri-embryonnaire issue de ’endoderme et du mésoderme, qui
fournit les premieres cellules macrophagiques a I’embryon. 4

sérotonine Neurotransmetteur aussi appelé 5-hydroxytryptamine (5-HT'), produit par
les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dans le tronc cérébral. Il est
impliqué dans les troubles de I’humeur, dont la dépression. 26, 38, 44, 76, 107

sérotoninergique Se dit d'un neurone ou d’une synapse utilisant la sérotonine comme
neurotransmetteur. 26, 107

sickness behavior Ensemble de comportements induit par une inflammation péri-
phérique, comprenant fievre, lassitude, léthargie, manque d’appétit et diminution
des interactions sociales. 12, 92, 93, 95, 109

Slit Famille de protéines sécrétées (il existe 3 homologues) chemorepulsives lorsqu’elles
se fixent a leur récepteur Robo. 35, 36

Sonic Hedgehog Protéine sécrétée jouant un role important dans la communication
intercellulaire durant le développement ; a I’age adulte, elle attire les neuroblastes
en migration dans la RMS. 35, 36

STAT Signal Transducer and Acivator of Transcription est une famille de protéines
facteurs de transcription intracellulaires, notamment impliqués dans des cascades
de réponses immunitaires. 8
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substance blanche Partie du systeme nerveux central composée majoritairement de
faisceaux d’axones (par opposition a la substance grise). La myéline entourant
les axones lui confére sa couleur blanche. Dans le cerveau, elle est principalement
située sous le cortex et le corps calleux, lieu de passage des axones d'un hémisphere
cérébral a 'autre, en est un composant majeur. 9

substance grise Partie du systéeme nerveux central composée majoritairement de
corps cellulaires neuronaux (par opposition a la substance blanche). 9

substance noire Noyau du mésencéphale dont le nom provient de sa couleur noire due
a la présence du pigment neuromélanine. La perte des neurones dopaminergiques
de la substance noire entraine les troubles moteurs de la maladie de Parkinson.
13, 44, 45

systéme nerveux central Partie du systeme nerveux comprenant le cerveau et la

moelle épiniere, baignée dans le liquide cérébro-spinal et isolée du reste du corps
par la barriere hémato-encéphalique. 3, 5, 6, 813, 19, 28, 29, 45, 49, 112, 113

télencéphale Partie la plus antérieure du systeme nerveux central en développement,
a l’origine du cortex. 9, 29

TGFS Transforming Growth Factor 3, facteur de croissance polypetidique, ayant un
role anti-inflamatoire. 8, 20, 41

TH Tyrosine Hydroxylase, enzyme oxydoréductrice qui catalyse 1'étape limitante de
la synthese de dopamine (L-dopa). 16, 24, 39

TLR Toll-Like Receptor, récepteur immunitaire impliqué dans 'immunité innée. TLR2
et TLR4 reconnaissent notamment le LPS. 7

TNF-a Tumor Necrosis Factor-a, cytokine pro-inflammatoire de phase aigué sécrétée
principalement par les macrophages activés, mais pouvant étre produite par de
nombreux autres types cellulaires (dont les neurones). 7, 11, 12, 15, 41-44

tractus olfactif faisceau constitué par les axones des cellules mitrales et cellules en
touffe en route vers le cortex olfactif. 25-28

ventricule Cavité du cerveau ou est produit et circule le liquide cérébro-spinal. 1l est
tapissé de cellules épithéliales particulieres : les épendymocytes. 9, 29-32

zone sous-granulaire Niche neurogénique a l'origine des néo-neurones de 'hippo-
campe. 20, 30, 31, 42

zone sous-ventriculaire Structure cérébrale située au bord des deux ventricules la-
téraux. C’est I'un des sieges de la neurogenese adulte dans de nombreuses especes
animales. Chez le rongeur, les neuroblastes générés dans la zone sous-ventriculaire
migrent via le courant de migration rostral jusqu’au bulbe olfactif ou ils s’in-
tegrent. 15, 17, 20, 30-35, 37, 39, 42, 45, 46, 77, 108, 112
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Résumé

La cellule microgliale, seule cellule du systeme immunitaire résidant en permanence dans
le systéme nerveux central, a un role important dans le développement cérébral. Elle participe
a I’élagage des neurones en développement, via le marquage des épines dendritiques a éliminer
par les facteurs du complément.

Certaines régions cérébrales continuent a produire des neurones a 1’dge adulte. Chez le
rongeur, des néo-neurones sont ainsi générés dans la zone sous-ventriculaire tout au long de
la vie et migrent vers le bulbe olfactif ou ils s’intégrent au réseau pré-existant.

Le but de ce travail est de caractériser I'implication de la microglie dans le dé-
veloppement et 1’élagage des neurones nés dans le systéme olfactif de la souris a
I’age adulte.

Pour ce faire, nous avons combiné des méthodes d’étude du comportement, d’im-
munohistochimie, de microscopie confocale et d’analyse d’images pour explorer les
interactions entre microglie et neurones bulbaires dans un contexte normal ou
pathologique : déafférentation olfactive, inflammation par les lipopolysaccharides (LPS)
bactériens, dérégulation de I’axe hypothalamus-pituitaire-adrénal ou déficience génétique en
complément C3 (C37/7).

Nous avons découvert que la microglie phagocyte préférentiellement les néo-neurones nés
a I'dge adulte par rapport aux neurones néonataux, et que cette tendance s’accentue encore
en cas de déafférentation sensorielle. Ainsi, la microglie fagonne le réseau neuronal du bulbe
en fonction des expériences sensorielles. La densité d’épines dendritiques est peu impactée par
I’activation microgliale, et n’est pas modifiée par I’absence de complément C3. Cela suggere
que I’élagage des néo-neurones du bulbe olfactif pourrait ne pas mettre en jeu la
microglie et le complément C3.

En conclusion, ce travail de these montre 'importance de la microglie dans la ré-
gulation du taux de neurogenése bulbaire en fonction de 1’activité sensorielle.
L’implication de la microglie dans les mécanismes de plasticité neuronale ouvre des perspec-
tives de recherche pour des thérapies ciblées sur les cellules microgliales.

Mots clefs :

microglie, neurogenese adulte, bulbe olfactif, arbre dendritique, épines dendritiques, olfaction,
déafférentation, inflammation, dépression, plasticité, interneurones.
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