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Résumé

Le role des cellules microgliales dans le développement des circuits
neuronaux

Les cellules microgliales constituent la population de macrophages résidents du systeme nerveux central. De
par leur appartenance au systeme immunitaire, elles furent longtemps considérées actives uniguement en
conditions pathologiques. Au contraire, ces dernieres décennies, elles sont apparues comme
physiologiquement actives, notamment au cours de la période critique de formation du systéme nerveux
central. Au cours du développement embryonnaire et postnatal, les neurones nouvellement générés
migrent vers leur position définitive avant de développer leur arbre dendritique et axonal afin de former les
connexions synaptiques a la base des réseaux nécessaires aux fonctions cérébrales. L'étude des microglies
au cours de la période postnatale, a montré I'implication d’'un mode de communication spécifique entre les
neurones et la microglie, la voie Fractalkine/CX3CR1, dans la mise en place des cellules microgliales d’une
part et dans le développement synaptique glutamatergique d’autre part. Cependant, I'importance de cette
communication neurone-microglie pour le développement du systéme inhibiteur GABAergique est peu
connue.

Au cours de mon travail de thése, je me suis intéressée au réle de la voie de communication
Fractalkine/CX3CR1 dans la distribution des cellules microgliales et le développement postnatal du réseau
GABAergique de I'Hippocampe. Nous avons ainsi montré que la suppression du récepteur microglial CX3CR1
induit une diminution du nombre de microglies dans la région CA3 de I'Hippocampe, dans une fenétre
temporelle précise entre 7 et 9 jours apres la naissance. Cette diminution du nombre de microglies est
corrélée avec une altération de I'activité de réseau au niveau de cette région. En effet, la fréquence des
GDPs (Giant Depolarizing Potentials), une activité de réseau impliquée dans la formation et la maturation
des synapses et spécifiquement générée en CA3, est diminuée a la fin de la premiére semaine postnatale. De
plus, malgré I'absence de modification majeure de I'activité synaptique glutamatergique et GABAergique, les
évenements postsynaptiques GABAergiques présentent une sous-population d’évenements plus amples et
des cinétiques légerement plus rapides, pouvant suggérer une modification de la population d’interneurones
mis en jeu.

L’ensemble de mon travail de these met en évidence I'impact de la communication neurone-microglie par la
voie Fractalkine/CX3CR1 sur le développement postnatal de I'Hippocampe. Son absence affecte d’une part,
la colonisation microgliale, et d’autre part, une activité de réseau caractéristique de I'Hippocampe, dans une
fenétre temporelle critique pour la mise en place des connexions synaptiques et la formation des réseaux
neuronaux.

Mots clés : microglie, Hippocampe, développement postnatal, GDPs, réseau, GABA




The role of microglial cells in the development of neuronal circuits

Microglial cells, the resident macrophages of the central nervous system, were mainly studied for their role
in pathological conditions, but they recently appeared to be involved in synaptic development and circuits
formation during postnatal period. During this critical period, microglial cells colonize the central nervous
system and interact with other cell types, including neurons. A specific way of communication between
neurons and microglia involves neuronal released fractalkine (CX3CL1) and its specific microglial receptor
CX3CR1. CX3CR1 KO mice contributed to unclose microglial role during development. Indeed, CX3CR1
ablation alters microglia distribution in the brain, and it affects glutamatergic transmission and synapse
maturation. However, these effects seem to be transient and brain region specific and their mechanisms are
poorly understood.

Furthermore, some effects observed in juvenile or adult mice may have origin during development, when
neuronal connections are established. GABA plays a fundamental role in this process since it is excitatory.
The influence of neuron-microglia interaction on neuronal activity in the hippocampus during this period is
poorly understood. In particular, nothing is known on GABAergic activity, known to be synaptogenic during
this period.

My PhD project aimed at investigating how the signaling fractalkine pathway impacts microglial colonization
of the hippocampus and neuronal activity during the first two postnatal weeks. Our results indicate that in
CX3XR1KO mice there is a reduction in the density of microglial cells at P7-P9 in the CA3 hippocampal area,
accompanied at P7 by a significant reduction of frequency of Giant Depolarizing Potentials (GDPs), a network
activity involved in hippocampal synapse formation and maturation. Furthermore, despite no overall
difference in glutamatergic or GABAergic synaptic activity, GABAergic events display a subpopulation of
larger events, and the kinetics was slightly faster.

Thus, the disruption of the specific neuronal-microglia signaling pathway on one hand impacts the microglia

colonization of the hippocampus and on the other hands affects specifically neuronal network activity during
a time window critical for the establishment of neuronal connections.

Keywords: microglia, Hippocampus, postnatal development, GDPs, network, GABA
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PARTIE 1 - INTRODUCTION



Avant-propos

Le développement du systéeme nerveux central est une période critique définie par une succession
organisée d’évéenements dont le bon déroulement augure de la mise en place de réseaux neuronaux
cohérents, nécessaires au fonctionnement basique du corps humain comme a I’élaboration de processus
cognitifs complexes. La perturbation de cette mise en place peut induire I'apparition de symptémes cognitifs
et le développement de désordres neuropsychiatriques tels que la schizophrénie ou I'autisme. Le
développement cérébral met en jeu différents acteurs cellulaires, notamment certaines cellules du systeme
immunitaire : les microglies.

Le projet de cette these visant a étudier le réle des cellules microgliales dans le développement des
connexions neuronales d’une région particuliere du cerveau, I'Hippocampe, I'introduction de ce manuscrit

vise a apporter les informations nécessaires a la compréhension et a la discussion des résultats obtenus.

Dans le premier chapitre, nous nous intéresserons au réseau de I'Hippocampe. Nous verrons dans un
premier temps sa construction générale d’un point de vue anatomique en décrivant la structure en elle-
méme. Seront ensuite présentées les connexions neuronales intrinseques entre les différentes sous-régions
de I'Hippocampe, et extrinseques entre I'Hippocampe et I'autres régions cérébrales. Nous aborderons
ensuite certaines de ses fonctions physiologiques les plus importantes et son implication dans le
développement de désordres neuropsychiatriques, notamment la schizophrénie et I'autisme. Nous verrons
ensuite le développement de I’'Hippocampe, depuis la formation de la structure et la génération des
neurones qui la composent, jusqu’a la mise en place de leurs connexions et I'apparition des premiéres

activités de réseaux, parmi lesquelles les Giants Depolarizing Potentials (GDPs).

Dans le second chapitre, nous aborderons la description de la microglie. Nous verrons d’abord I’histoire

de sa découverte par Pio del Rio-Hortega, ainsi que ses caractéristiques générales. Nous nous intéresserons

ensuite plus particulierement a son comportement d’« activation » en condition pathologique, initialement
considéré comme son unique role dans le systéeme nerveux central. Seront ensuite présentés les différents
réles gu’elle remplit dans ces conditions pathologiques mais également physiologiques, ou nous verrons
gu’elle n’est finalement pas inactive, puisqu’elle explore continuellement son environnement et participe a
I"activité synaptique et a la neurogeneése adulte.

Enfin, nous aborderons la période qui nous intéresse dans ce projet, le développement. La microglie, qui

colonise alors le systeme nerveux central alors en formation depuis la périphérie dont elle est issue, est

impliquées dans de nombreuses étapes du développement neuronal. Outre son réle principal dans la



phagocytose, c’est-a-dire I’élimination, des débris neuronaux, la microglie participe également a la
neurogenése et au développement synaptique.

Nous terminerons cette introduction par la description d’une voie de communication particuliere entre les
neurones et la microglie : la voie de signalisation Fractalkine/CX3CR1. Nous verrons que cette
communication est particulierement importante au cours du développement mais qu’elle peut également

induire I'apparition de troubles cognitifs et comportements chez I'adulte en cas d’absence.
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Chapitre 1 — Le développement du réseau de I'Hippocampe

l. Qu’est-ce que I’Hippocampe ?

Le cerveau de 'Homme, et des vertébrés en générale, est constitué de différentes régions, chacune
composée de neurones connectés entre eux d’une fagon spécifique. Ainsi, chaque région correspond a un
circuit fonctionnel a la base d’une ou plusieurs fonctions cognitives qui lui sont propres. Parmi ces régions,
I’'Hippocampe remplit un réle majeur dans les fonctions d’apprentissage, de mémorisation a court terme et a

long terme ou encore de reconnaissance spatiale.

a. Description anatomique

L'Hippocampe tient son nom de sa forme générale similaire a celle de I’'animal marin. Elle est ainsi
décrite des 1587 par Julius Caesar Arantius (Giulio Cesare Aranzi) dans le premier chapitre de son livre De
Humano Foetu Liber (Bir et al., 2015). Elle a également été apparentée a une corne de bélier et nommée
corne d’Ammon d’apres I'ancien dieu égyptien. Le terme latin « cornu ammonis » a été introduit par le

neuroanatomiste Rafael Lorente de N6 en 1934 (Schultz and Engelhardt, 2014).

Photographie comparant la forme générale de I’Hippocampe humain et de I’'animal marin du méme nom. L’Hippocampe en lui-méme
correspondrait a la téte, alors que la fimbria et le fornix correspondraient au corps et a la queue de I’'animal. Photographie libre de

droit du Professeur LdszIo Seress.

L'Hippocampe est une structure de la cinquiéme circonvolution temporale. Bilatéral et symétrique,
|’'Hippocampe est situé au niveau de la face médial du lobe temporal et forme la paroi médiale du ventricule

latéral. Au sein de cette circonvolution, I'Hippocampe est relié au gyrus parahippocampique par le subiculum
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et le cortex entorhinal. D’autre part, il est rattaché au reste du systéeme limbique (Amygdales, Septum,
Thalamus) dont il fait partie par la fimbria de I'Hippocampe formant le fornix, une structure fibreuse qui se
termine au niveau des corps mammillaires. Les hippocampes de chaque hémisphére sont reliés entre eux
par la commissure hippocampique du corps calleux localisée dans le fornix.

Avec le Gyrus Denté, le complexe subiculaire (subiculum proprium, presubiculum, parasubiculum) et le

cortex entorhinal, 'Hippocampe (Corne d’Ammon) constitue la formation hippocampique.

b. Cytoarchitecture

La cytoarchitecture interne de I'Hippocampe peut étre décrite plus en détail sur une vue transversale de
la structure. A partir d’'un marquage nucléaire au DAPI, on peut observer la présence de deux structures en C
imbriquées I'une dans |'autre. Il s’agit de la corne d’Ammon (I’'Hippocampe per se) et du Gyrus denté.
Chacune de ces régions est constituée de plusieurs couches, ou sous-régions, identifiables selon sa
composition cellulaire ou fibreuse (Lorente de N6, 1934 ; Schultz and Engelhardt, 2014).

Le Gyrus denté est une structure en trois couches, séparée de la corne d’Ammon et du subiculum par la
fissure hippocampique. Sa couche principale est constituée des somas des cellules granulaires, assemblés de
facon compacte. Ces neurones développent leurs dendrites apicales pourvues d’épines dans la couche
moléculaire, la plus externe du Gyrus denté. La partie interne du Gyrus denté correspond a la couche
polymorphique ou Hilus, formé des segments initiaux des axones des neurones granulaires donnant
naissance aux fibres moussues envoyées vers la corne d’Ammon. Les somas de neurones présents au niveau
du Hilus ne sont pas différentiables des neurones de la corne d’Ammon et sont le plus souvent considérés
comme faisant partie de I’aire CA3 de I'Hippocampe.

En effet, la corne d’Ammon est communément divisée en trois parties : CA1, CA2 et CA3. Comme décrit
ci-dessus, CA3 correspond a la partie la plus proche du Gyrus denté. Elle se prolonge par CA2 puis CA1
jusgu’au Subiculum. La corne d’Ammon est construite en cing couches. La couche principale, le stratum
pyramidal, contient les somas des neurones pyramidaux, excitateurs et glutamatergiques. Cette couche trés
étroite et dense chez les especes moins développées, s’épaissit et se disperse chez les primates et chez
I'’Homme (Stephan, 1983). Les limites de cette couche sont difficiles a établir entre CA3, CA2, CAl et le
subiculum qui se distinguent principalement par leur connectivité respective. Les neurones pyramidaux
projettent leurs axones en direction de la fimbria ou du subiculum, formant ainsi I’Alvéus, la paroi délimitant
la lumiére du ventricule. Leurs dendrites basales s’étendent quant a elles dans le stratum oriens et leurs
dendrites apicales dans les strata radiatum et lacunosum-moleculare. En CA3, une sous-région
supplémentaire est reconnue, le stratum lucidum, intercallé entre la couche pyramidale et le stratum

radiatum il recoit les fibres moussues issues du Gyrus Denté.
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Dessin de Ramon y Cajal représentant la structure et les connections de I’Hippocampe.

c. Les neurones pyramidaux localisés en CA3

Les neurones pyramidaux de I'Hippocampe présentent une morphologie générale relativement
stéréotypée, avec un soma triangulaire localisé au niveau de la couche pyramidale et une structure
dendritique trés développée (Ishizuka et al., 1995). En CA3 par exemple, les dendrites basales sont des
dendrites dites primaires constituées de 2 a 7 branches directement issues du soma. Les dendrites apicales
sont quant a elles plus complexes, formées d’une a trois dendrites primaires d’ou partent plus de quatre
dendrites secondaires épaisses. Ces dendrites donnent a leur tour des embranchements latéraux plus fins. La
morphologie de ces neurones apparait fortement dépendante de leur localisation selon I’axe proximodistal.
Ainsi, les neurones les plus proximaux, c’est-a-dire les plus proches du gyrus denté, présentent un soma de
petite taille associé a une arborisation moins développée. Plus I'on se rapproche de CA1, plus cette

dynamique s’inverse avec un soma plus large et des dendrites plus longs.
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Dessins générés numériquement représentant la morphologie des neurones pyramidaux de CA3 selon leur position proximal (A) ou

distal (D). lllustrations issues de Ishizuka et al., 1995. La barre d’échelle correspond a 100 um.

Nous avons pris soin, au long de cette thése de maintenir notre étude de I'activité neuronale dans une
zone de CA3 relativement restreinte et controlée, afin d’éviter la variabilité morphologique pouvant
impliquer différentes sous-populations de neurones pyramidaux et surtout différentes afférences et donc
une variabilité de I'activité neuronale postsynaptique. En effet, les dendrites basales et apicales,
respectivement situées en oriens et en radiatum, permettent au neurone pyramidal de recevoir
I'information de différentes origines. Ces afférences sont en quelque sorte ségrégées, dans la mesure ol une
portion des dendrites leur est spécifiquement allouée. Ainsi, les neurones pyramidaux de CA3 vont
spécifiquement recevoir les fibres glutamatergiques moussues, issues des neurones granulaires du gyrus
denté, au niveau du stratum lucidum. Dans cette portion de la dendrite apicale, sont localisées des

excroissances épineuses (en anglais thorny excrescences) ou convergent plusieurs fibres (Chicurel and Harris,
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1992; Gonzales et al., 2001). Les neurones de CA3 recoivent d’autres afférences glutamatergiques, les fibres
perforantes issues du cortex entorhinal au niveau le plus distal des dendrites apicales, dans le stratum
lacunosum/moleculare (Witter and Amaral, 1991). L'une des particularités du réseau local en CA3 provient
de la récurrence des connexions puisque les neurones pyramidaux sont trés interconnectés. Il regoivent en
effet tout le long de leurs dendrites en oriens et en radiatum, des fibres d’autres neurones de CA3 du méme
hippocampe ipsilatéral (fibres associationnelles ou récurrentes) ou de I'hippocampe controlatéral via la

commissure hippocampique et la fimbria (Swanson et al., 1980 ; Ishizuka et al., 1990).

Fibres perforantes

Fibres associationnelles,
récurrentes et commissurales

Fibres moussues

Fibres associationnelles,
récurrentes et commissurales

(C31162)

Principales afférences glutamatergiques des neurones pyramidaux de CA3. Figure modifiée a partir de Ishizuka et al., 1995.

Le glutamate libéré au niveau de la synapse a pour effet d’activer deux types de récepteurs : les récepteurs
ionotropiques (NMDA, AMPA et Kainate) et les récepteurs métabotropiques ("The Hippocampus Book"
publié par Per Andersen). Les récepteurs ionotropiques sont des canaux ioniques, induisant lorsqu’ils sont
activés par le glutamate la dépolarisation de la membrane, rapprochant son potentiel du seuil de potentiels
d’action. Les récepteurs AMPA et NMDA constituent ainsi les principaux acteurs de I'activation
postsynaptique, alors que les récepteurs kainate et métabotropiques assurent la modulation. Les récepteurs
NMDA et AMPA sont des hétéro-tétrameres constitués de différentes sous-unités. Les récepteurs NMDA
sont le plus souvent constitués de deux sous-unités NR1 (ou GluN1) et de deux sous unité NR2 (ou GIuN2),
dont il existe quatre types : NR2A (la plus répandues), B, C et D (Monyer et al., 1994). Les récepteurs AMPA
sont quant a eux composés des sous unités gluR1, 2, 3 et 4 dont I'association gluR1/2 est la plus courante

(Petralia and Wenthold, 1992).
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Les neurones pyramidaux de CA3 présentent également de nombreuses synapses GABAergiques
inhibitrices. Ces connexions peuvent étre périsomatiques ou dendritiques, selon le type d’interneurone mis

en jeu (Freund and Buzsaki, 1996; Danglot et al., 2006).

d. Les interneurones GABAergiques contactant CA3

En effet, I'Hippocampe est constitué de différentes populations d’interneurones GABAergiques
caractérisés par leur projections et leur expression spécifique de marqueurs biochimiques (Freund and
Buzsaki, 1996; Danglot et al., 2006). Ainsi, parmi les interneurones a innervation périsomatique, les cellules
en panier (basket cells) forment leurs synapses directement sur le soma ou au niveau proximal des dendrites
alors que les cellules en Chandelier, ou axo-axoniques, contactent comme leur nom l'indique le segment
initial des axones des neurones pyramidaux (Somogyi et al., 1983 ; Kosaka et al., 1987 ; Freund and Buzsaki,
1996). Parmi les interneurones a connexion dendritique, certains ciblent I’'ensemble de I'arbre dendritique
comme les neurones bistratifiés (bistratified cells, (Buhl et al., 1994)) ou les cellules lierre (ivy cells,
(Fuentealba et al., 2008)). D’autres sont beaucoup plus spécifiques et projettent seulement au niveau du
stratum lacunosum-moleculare comme les cellules neurogliaformes ou les cellules O-LM (Khazipov et al.,
1995 ; Tamas et al., 2003 ; Vida et al., 1998). Ces dernieres, nommées O-LM pour Oriens-Lacunosum-
Moleculare ont la particularité d’avoir leur corps cellulaire au niveau du stratum oriens mais de projeter
uniquement leurs axones dans le stratum lacunosum-moleculare. En ciblant ainsi différentes portions des
neurones pyramidaux, ces cellules inhibitrices vont pouvoir agir en amont ou en aval de I'intégration du
signal c’est-a-dire influencer les afférences pour les interneurones dendritiques ou les efférences pour les

neurones périsomatiques.

En plus d’étre différenciables de par leurs projections axonales, les interneurones peuvent également
étre classés selon I'expression de marqueur biochimiques (Freund and Buzsaki, 1996). Les cellules en
Chandelier et la majorité des neurones en panier expriment par exemple la protéine Parvalbumine (PV
(Kosaka et al., 1987)). Le reste des cellules en panier se caractérisent quant a elles par I'expression des
neuropeptides cholecystokinine (CKK) et VIP (pour vasoactive intestinal polypeptide), et du récepteur aux
cannabinoides CB1 (Katona et al., 1999). Les interneurones dendritiques expriment une protéine chélatrice
du calcium spécifique, la calbindine (CB) ainsi que I'enzyme de synthése de I’oxyde nitrique neuronal (Gulyas
and Freund, 1996; Seress et al., 2005). Enfin, les cellules O-LM se caractérisent par I'expression du

neuropeptide somatostatine (SOM (Freund and Buzsaki, 1996)).
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G Interneurones O-LM

Interneurones bistratifiés (calbindine)
Interneurones lierres (calbindine)

v/ Interneurones en panier
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Interneurones en Chandelier, ou
axo-axoniques (parvalbumine)

Interneurones bistratifiés (calbindine)
= Interneurones liéres (calbindine)

Principales afférences GABAergiques des neurones pyramidaux de CA3. Figure modifiée a partir de Ishizuka et al., 1995.

On peut noter qu’une derniere population de neurones GABAergiques, projetant spécifiquement sur les
autres interneurones et non sur les cellules pyramidales, est caractérisée par I'expression des protéines
calretinine et/ou VIP, ce sont les interneurones IS (Interneuron-Selective (Acsady et al., 1996a, 1996b; Gulyas
et al., 1996; Hajos et al., 1996)). lls ne sont cependant pas les seuls interneurones a contacter d’autre
neurones GABAergiques puisque les cellules en panier sont interconnectées entre elles par des synapses
chimiques et électriques (jonctions GAP (Fukuda and Kosaka, 2000)). Enfin, les interneurones sont capables
de projeter leurs axones sur des régions plus distantes, par exemple certains interneurones localisés dans le
stratum oriens et au niveau de I'Hilus contactent d’autres interneurones en dehors de |I'Hippocampe au
niveau du septum (Alonso and Kohler, 1982). Ces interneurones correspondent aux cellules HIPP, exprimant

la somatostatine (Jinno et al., 2007a; Villette et al., 2016).

17



Dans I'Hippocampe, il existe deux types de récepteurs membranaires activés par le neurotransmetteur
inhibiteur GABA libéré par les interneurones : les récepteurs ionotropiques de type A (GABA,) et les
récepteurs métabotropiques de type B (GABAg).

Les récepteurs GABAg sont des protéines a sept domaines transmembranaires, le plus souvent sous
forme d’hétérodimére R1/R2. Couplés a de protéines G, ils induisent I'ouverture de canaux potassiques K+ et
donc une hyperpolarisation membranaire retardée (200 ms) mais durable (450-2000 ms (Bettler et al.,
2004)). En raison de leurs faibles efficacité et affinité pour le neurotransmetteur, les récepteurs GABAg, ne
sont pas activés par la libération unitaire de GABA par les interneurones, contrairement aux récepteurs
GABA, ("The Hippocampus Book" publié par Per Andersen).

Les récepteurs GABA, sont des canaux perméables aux anions, particulierement a I'ion CI". Dans une
cellule mature a son potentiel de repos, I'activation du récepteur induit une entrée de I'ion Cl- qui
hyperpolarise alors la membrane et 'empéche d’atteindre son seuil de potentiel d’action ("The
Hippocampus Book" publié par Per Andersen). Les récepteurs GABA, sont formés d’un pentamére de sous-
unités dont al, a2, a4, a5, B1, B2, B3, y2 et 6 sont significativement exprimés au niveau de I'Hippocampe.
Ces sous-unités sont uniformément distribuées sur I'arbre dendritique des neurones pyramidaux et plus
clairsemées au niveau du soma (Sperk et al., 1997). Il a été suggéré que la sous-unité a déterminerait les
cinétiques d’activation des récepteurs, c’est-a-dire la vitesse a laquelle le canal s’ouvre pour laisser passer les
ions Cl- (Goldstein et al., 2002). Ainsi la sous-unité al induirait des courants plus rapides que la sous-unités
a2. Al'inverse, la sous-unité a5 qui constitue environ 25 % des récepteurs GABAA de I'Hippocampe et qui
apparait particulierement enrichie au niveau du radiatum (Sur et al., 1998 ; Pirker et al., 2000), contribuerait
a la génération d’évenements plus lents mais de grande amplitude (Zarnowska et al., 2009).

Cependant, I'enregistrement de cinétiques plus ou moins rapides pourrait également refléter la localisation
des synapses mises en jeu. En effet, les différentes localisations des synapses GABAergiques et la diversité
des interneurones impliqués sont corrélées a une hétérogénéité des amplitudes et cinétiques des
évenements postsynaptiques GABAergiques (Pearce, 1993 ; Pearce et al., 1995 ; Banks et al., 1998). Il a par
exemple été montré que la stimulation d’interneurones périsomatiques en panier ou bistratifiés induit la
génération de courants postsynaptiques inhibiteurs plus amples et plus rapides que ceux produits par les
interneurones distaux O-LM (Maccaferri et al., 2000). En effet, le temps de montée (rise time) et de
décroissance (decay time) des interneurones exprimant la parvalbumine, la cholecystokinine ou la
calbindine, sont plus courts que pour les interneurones exprimant la somatostatine. Ceci est cohérent avec
I’expression supérieur de la sous-unité al au niveau des synapses faites par les neurones parvalbumine

(Somogyi et al., 1996).
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e. Connectivité de I’'Hippocampe

Le circuit principal intrinséque de I'Hippocampe est un circuit en série, majoritairement
glutamatergique (excitateur), unidirectionnel et intégré dans un circuit fermé plus large (Schultz and
Engelhardt, 2014).

Le Gyrus constitue I'entrée majeure du circuit. Il recoit les afférences venant de la couche Il du cortex
entorhinal par la voie perforante (Witter and Amaral, 1991). Plus pécifiquement, les neurones corticaux de
la couche Il projettent au niveau des deux tiers externes des couches moléculaire du Gyrus et établissent des
synapses « en passant » sur les dendrites distales du lacunosum-moleculare de CA3, alors que ceux de la
couche lll projettent en CA1 et dans le subiculum. Les neurones granulaires du Gyrus denté projettent leurs
axones, les fibres moussues, vers I'Hilus et les dendrites proximales des neurones de CA3. La connectivité
précise des neurones du Hilus n’est pas connue, cependant ces neurones donnent des projections locales et
associationnelles, c’est-a-dire vers d’autres niveaux sur I’axe rostrocaudal (Freund and Buzsaki, 1996).
Contrairement a ce qui peut étre observé chez les rongeurs, peu de projections commissurales sont issues
des neurones de I'Hilus chez les primates et 'Homme (Amaral et al., 1984 ; Gloor et al., 1993). Une
population particuliere de neurones, les cellules mousseuses, génerent un systeme fibreux associationnel
glutamatergique qui se termine au niveau du tiers interne de la couche moléculaire du Gyrus Denté et
connectent les différents niveaux rostrocaudaux du Gyrus denté (Soriano and Frotscher, 1994).

Comme décrit dans le paragraphe précédent, les neurones pyramidaux de CA3 ont la particularité,
contrairement a ceux de CA1, de projeter des fibres associationnelles vers d’autres niveaux de CA3 (Swanson
et al., 1980 ; Ishizuka et al., 1990). lIs projettent également des fibres collatérales qui se dirigent aussi bien
vers d’autres neurones de CA3, que vers CAl et vers les régions sous-corticales. Les neurones de CA3

donnent naissance au systeme afférent principal de CA1 : les collatérales

de Schaffer. Ces fibres connectent CA1 au niveau des couches oriens et Neocortex
. . parietal Prafrontal Temporal
radiatum (Ishizuka et al., 1990). % A
4 I
Les neurones pyramidaux de CA1 projettent quant a eux au niveau du k 4 ',"
subiculum qui projette lui-méme a nouveau vers le cortex entorhinal """:v':“"‘"' "';'ﬂ:"
(Rosene and Van Hoesen, 1977 ; Beckstead, 1978 ; Finch et al., 1983). R il
\ 4
AR/
} . Entochinal
La description classique du réseau extrinseque auquel participe plus corto \
largement la formation hippocampique est basée sur le circuit de Papez
(Papez, 1995). Selon ce modele, I'Hippocampe recoit I'information | twarcie atil
sensorielle de différentes régions corticales, intégre cette information [cas -

puis la transmet via la fimbria et le fornix jusqu’aux noyaux mamillaires
Représentation schématique de la

ou la réponse émotionnelle appropriée est évoquée. connectivité hippocampique. Schéma
issu de Schultz and Engelhardt, 2014.
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En réalité, la connectivité de I'Hippocampe avec les autres régions cérébrales est complexe et variée. |l est
vrai tout d’abord, que la formation Hippocampique regoit de trés nombreuses afférences corticales. Celles-ci
proviennent du Gyrus parahippocampique, du cortex périrhinal, du cortex temporo-polaire, du Gyrus
temporal supérieur, du cortex ventro-insulaire, des cortex orbitofrontal et frontal, des cortex cingulaire et
rétrospinal (Van Hoesen and Pandya, 1975 ; Van Hoesen et al., 1975 ; Insausti et al., 1987). Ainsi, environ
deux tiers des connexions proviennent de cortex d’association multimodale, méme si certaines afférences
du bulbe olfactif ou du cortex piriforme (unimodales) ont été observées (Krettek and Price, 1977). Les
afférences corticales se terminent majoritairement au niveau du cortex entorhinal qui projette
réciproquement vers les aires corticales d’origine (Suzuki and Amaral, 1994; Van Hoesen, 1995), de méme
qgue CA1 et le subiculum (Ding et al., 2000; Insausti and Mufioz, 2001; Rosene and Van Hoesen, 1977; Yukie,
2000). Le cortex entorhinal et le subiculum recoivent également des afférences depuis le complexe de

I’'amygdale (Krettek and Price, 1977).

La voie de sortie « classique » de I'Hippocampe se fait par la fimbria et le fornix. Les fibres qui le constituent
se séparent au niveau de la commissure en fibres précomissurales (ou antérieures) qui innervent le septum
(Siegel et al., 1975; Alonso and Kohler, 1984) et le noyau accumbens (Groenewegen et al., 1982 ; Swanson
and Cowan, 1977), et en fibres postcommissurales (ou postérieures), efférence majeure des noyaux

mamillaires du circuit de Papez (Swanson and Cowan, 1975).

Colonnes Corps du
du fornix fornix Commissure
hippocampique

Commissure
hippocampique

Fornix
précommissural

Fornix
postcommissural

Corps

mammillaires W
Fimbria

Hippocampes

Représentation des Hippocampes et des fornix.

De manieére intéressante, le septum envoie lui-méme de nombreuses afférences cholinergiques et
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GABAergiques dans I'Hippocampe au niveau du Gyrus Denté et de CA3 (Mesulam et al., 1983 ; Kohler et al.,
1984). L’ensemble de I'Hippocampe, et plus particulierement le gyrus denté, CA3 et CA2, recoit des
afférences histaminergiques de I'aire supramamillaire de I’'Hypothalamus (Segal and Landis, 1974 ; Amaral
and Cowan, 1980 ; Insausti et al., 1987b). Des afférences noradrénergique, sérotoninergique et
dopaminergique proviennent quant a elles respectivement du Locus Coeruleus (Segal and Landis, 1974), du
noyau du Raphé (Kohler and Steinbusch, 1982) et de la VTA (Aire Tegmentale Ventrale (Swanson et al., 1980
; Insausti et al., 1987b)).

Les fibres commissurales qui relient les deux hippocampes par le fornix sont trés importantes chez les
rongeurs. Le gyrus denté recoit par exemple par cette voie des fibres de I'Hilus controlatéral. Cependant, la
région de |I'Hippocampe la plus impliquée dans ces connexions commissurales est I'aire CA3, qui projette

controlatéralement en CA1 et en CA3 (Swanson et al., 1980).

Cet apercgu de la connectivité intrinseque et extrinseque de I’'Hippocampe met en évidence sa position
au cceur de l'intégration de I'information sensorielle. Les nombreuses connexions réciproques qu’il établit
avec les régions corticales et sous-corticales en font une région privilégiée, un carrefour ot I'information est
recue, intégrée et retransmise. Le circuit hippocampique constitue ainsi la base de comportements aussi

complexes que I'apprentissage, la mémorisation ou la représentation dans I'espace.

f. Role dans la mémorisation et la représentation spatiale

L'intérét pour I'Hippocampe et sa fonction dans le systeme nerveux central est apparu suite au célebre
cas du patient H.M. L’homme, qui souffrait d’une forme d’épilepsie incurable, s’est vu retirer pour des
raisons thérapeutiques une grande partie des lobes temporaux. Suite a l‘intervention, il n’était plus en
mesure de former durablement de nouveaux souvenirs, alors que ses souvenirs datant d’avant I'intervention
étaient restés majoritairement intactes (Scoville and Milner, 1957; Milner, 2003). Méme si I’ablation couvrait
d’autres régions cérébrales en plus de I'Hippocampe, comme une partie du cortex rhinal ou les amygdales
(Corkin et al., 1997), le cas du patient H.M. a fondé les bases d’'un modéle ol I'Hippocampe jouait un réle

majeur et indispensable dans I'analyse de I'information et la mémaoire.

L'implication de I'Hippocampe dans le processus de mémorisation a été étudiée et en partie confirmée
chez les rongeurs grace a la mise en place de tests comportementaux tel que la « Piscine de Morris » (water
maze) ou le « labyrinthe en étoile » (radial arm maze) (Holscher, 2003). Par exemple, dans le test de la

piscine, I'animal est placé dans un bassin d’eau opaque ou il doit retrouver sur plusieurs sessions une petite
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plateforme cachée sous la surface, lui permettant de sortir de I’eau. Au cours de I'apprentissage, le rongeur
met normalement de moins en moins de temps a retrouver la plateforme. Comme attendu, chez les
rongeurs ayant subi une lésion de I'Hippocampe, I'apprentissage est plus long et la mémorisation a long
terme est réduite (Morris et al., 1982). Le méme effet est observé lorsque le fonctionnement de
I’'Hippocampe est plus subtilement altéré en bloquant les récepteurs au glutamate NMDA avant la tache
d’apprentissage. Cependant, lorsque I'antagoniste est injecté aprés I'apprentissage, la mémoire a long terme
n’est pas affectée. Ceci montre que le réseau de I'Hippocampe est particulierement impliqué dans la
création de la mémoire et non dans la récupération de I'information a long terme (Bannerman et al., 1995 ;
Saucier and Cain, 1995 ; Cain et al., 1996 ; Otnaess et al., 1999). Il est cependant important de noter que
I’'Hippocampe n’est pas indispensable au processus mnésique, dans la mesure il fait partie d’un plus grand
réseau (décrit dans le paragraphe précédent) capable de partiellement compenser son disfonctionnement

(Holscher, 2003).

De plus, avec I'avancée des techniques d’enregistrement de I'activité cellulaire unitaire, il a été mis en
évidence que I'Hippocampe était tout spécifiquement impliqué dans la mémorisation spatiale grace a ses
cellules capables de coder une « carte cognitive » de I'espace : les cellules de lieu. Ces cellules, enregistrées
chez I'animal éveillé et libre de ses mouvements, s’activent lorsque celui-ci traverse une position particuliere
dans I'espace, correspondant au champ récepteur ou champ de lieu de la cellule (en anglais « place field »
(O’Keefe and Dostrovsky, 1971; Ranck, 1973; O’Keefe and Conway, 1978; Olton et al., 1978)). Avec les
cellules “de direction”, “de grille”, ou “de vitesse”, qui permettent le codage de différentes informations
spatiales, les cellules de lieu permettent a I'animal de créer une carte mentale de I'espace dans lequel il
évolue, et de savoir ainsi ou il se trouve. Dans la région CA3 de I'Hippocampe, ces cellules de lieu sont plus
stables qu’en CA1 par exemple. Ainsi lorsqu’un environnement varie légérement, les champs de lieu formés
en CA3 sont maintenus, permettant ainsi a I'animal de reconnaitre un lieu malgré les changements, on parle
de complétion contextuelle (pattern completion (Lee et al., 2004 ; Vazdarjanova and Guzowski, 2004)).
Contrairement aux cellules de CA1 ou du Gyrus denté, elles permettent également de différencier deux
environnements distincts grace au recrutement d’une nouvelle population de cellules de lieu, on parle alors
de séparation contextuelle (pattern separation) et de « remapping » (Leutgeb et al., 2004 ; Vazdarjanova and
Guzowski, 2004). La découverte de ces cellules au role particulier a valu le Prix Nobel de Physiologie ou

Médecine 2014 aux chercheurs John O’Keefe, May-Britt Moser et Edvard I. Moser.

Outre son implication dans I'apprentissage et la représentation spatiale, le réseau complexe formé par

I'Hippocampe semble également étre le siege d’altérations liées a des désordres cognitifs tels que la

schizophrénie ou I'autisme.
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g. Pathologies et altérations développementales

En effet, de nombreuses études post mortem ont suggéré que différentes régions du systeme limbique,
comme le gyrus cingulaire, 'amygdale, le cortex enthorhinal ou la formation hippocampique jouaient un réle
central dans la pathophysiologie de la schizophrénie (Simpson et al., 1989, 1998 ; Heckers et al., 1990 ;
Reynolds et al., 1990 ; Longson et al., 1996 ; Benes, 2000). Dans I'Hippocampe, une hypofonction
GABAergique a été mise en évidence, notamment dans les régions CA3 et CA2 (Benes, 2007). Cette
réduction se manifeste par la diminution du nombre de neurones exprimant la Parvalbumine, ou par
I’expression réduite de I'isoenzyme GAD67 (Glutamic Acid Decarboxylase 67) qui permet la synthese du
GABA (Zhang and Reynolds, 2002; Benes et al., 2007). Afin d’étudier la physiopathologie de la schizophrénie,
de nombreux modeles animaux ont été mis en place. Parmi ces modeles, certains sont pharmacologiques et
miment les symptomes de types schizophréniques par I'injection de composés psychomimétiques (comme la
kétamine ou le PCP) alors que d’autres sont basés sur des mutations génétiques. Il existe également des
modeles dits développementaux, fondés sur une perturbation du développement cérébral (Lodge and
Grace, 2009). Parmi eux, le modele MAM consiste a injecter une rate a 17 jours de gestation avec un
antimitotique, le méthyxazoxyméthanol, altérant ainsi la neurogénése. Les ratons issus de cette portée
présentent dés I'adolescence des symptomes de type schizophréniques et des altérations histologiques au
niveau de I'Hippocampe similaires a celle observées post mortem chez les patients atteints de schizophrénie
(Lodge, 2013). Ce type de modele souligne la possible origine neurodéveloppementale d’'une maladie
comme la schizophrénie. L’altération développementale en question pourrait étre liée a une infection au
cours de la maternité, comme le montre le modele d’activation immunitaire maternelle (MIA). Ce modéle
animal de la schizophrénie consiste a susciter une réponse immunitaire chez la rate a 15 jours de gestation
en simulant une infection virale par I'injection d’acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I-C) ayant pour

conséquence |'apparition de symptémes similaires a ceux de patients schizophrenes (Wolff et al., 2011).

L'importance critique de la période développementale dans la physiopathologie de la schizophrénie
s’applique également a I'autisme, par ailleurs associé a une réduction de la connectivité cérébrale
(Courchesne et al., 2005) et un déséquilibre de la balance excitation/inhibition (Rubenstein and Merzenich,
2003). Il a par exemple été montré sur un modele génétique de I'autisme (Neuroligine-4), une diminution du
nombre de synapses GABAergiques périsomatiques au niveau des neurones pyramidaux de CA3 d’animaux
juvéniles (Hammer et al., 2015). Cette réduction est associée a une diminution du nombre d’événements
GABAergiques postsynaptiques. A I'inverse, une augmentation du nombre d’évenements GABAergiques (et

non glutamatergiques) dés la premiére semaine postnatale a été mise en évidence sur un modéle génétique
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similaire (Neuroligine-3 (Pizzarelli and Cherubini, 2013)). De maniére intéressante, cette augmentation est
corrélée a celle d’'une activité de réseau de I’hippocampe caractéristique de la période postnatale, les GDPs
(Giant Depolarizing Potentials, voire chapitre 1 paragraphe II-d). Chez les souris BTBR (BTBR T+tf/J), un autre
modele reconnu d’autisme idiopathique mais donc le fond génétique n’est pas encore élucidé, une
augmentation similaire de la transmission GABAergique est observée mais elle est cette fois-ci corrélée a

une diminution de la fréquence des GDPs (Cellot et al., 2016).

L'ensemble de ces observations mettent en évidence I'importance critique de la période
développementale dans I'émergence de ces désordres neuropsychiatriques. Cette fenétre temporelle
correspond a la mise en place des réseaux neuronaux du systéme nerveux central. En effet, au stade
embryonnaire, alors que les régions se forment, les différentes populations de neurones se mettent en
place, se différencient et se développent pour former les connexions appropriées, support d’une activité
neuronale encore immature a la naissance puis pleinement fonctionnelle au fur et a mesure du

développement.

1. Développement de I’Hippocampe

a. Neurogenése hippocampique

Au stade embryonnaire, le télencéphale est constitué en dorsal du pallium et en ventral du subpallium
(Nadarajah and Parnavelas, 2002). Le pallium donne naissance au néocortex et a I'Hippocampe, alors que le

subpallium donne les ganglions de la base ainsi que la majorité des interneurones hippocampiques.

Les neurones pyramidaux glutamatergiques

Au niveau du pallium du télencéphale, le neuroépithélium dont est issu I’'Hippocampe tapisse la paroi
des ventricules (zone ventriculaire) et peut étre divisé en trois parties correspondant aux différentes
populations cellulaires qui constitueront la structure : le neuroépithélium des cornes d’Ammon dont
proviennent les neurones des couches pyramidale, oriens et radiatum, le neuroépithélium denté qui va
donner les cellules granulaires ainsi que les neurones constituant I’Hilus et la couche moléculaire, et enfin
I’épithélium glial dont sont issues les cellules gliales de la fimbria (Altman and Bayer, 1990a).

Chez la souris, les cellules pyramidales glutamatergiques sont générées aux alentours de 14-15 jours de
gestation (E14-15) pour la région CA3, et légérement en décalé, vers E15-16 pour CA1 (Soriano et al., 1986,
1989a, 1989b). Un jour aprés leur génération, les cellules pyramidales migrent hors du neuroépithelium et

forment une bande de cellules dans la zone intermédiaire le long du ventricule avant de quitter cette bande
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pour traverser la sous-plaque hippocampique, future stratum oriens, et atteindre la plague hippocampique,
future couche pyramidale (Altman and Bayer, 1990a, 1990b). Quatre jours sont nécessaires aux neurones
pyramidaux de CA1 pour rejoindre leur destination, un peu plus pour les neurones de CA3 qui doivent suivre
la courbe formée par I’'Hippocampe en formation. La couche pyramidale est reconnaissable des 20 jours
embryonnaires en CA1, 22 en CA3, malgré qu’a PO, soit 0 jour postnatal correspondant au jour de la
naissance de I'animal, certaines cellules pyramidales continuent a migrer vers la couche correspondante. Les
cellules granulaires du Gyrus denté sont générées beaucoup plus tardivement, puisque 85 % sont générées
seulement apres la naissance. Cette genése débute a 20 jours embryonnaires avec un pic au cours de la
premieres semaine postnatale (Altman and Bayer, 1990c, 1990a). Le gyrus denté est cependant

reconnaissable morphologiquement dés E21-22.

Les interneurones GABAergiques

Les interneurones, neurones GABAergiques inhibiteurs principalement situés au niveau des couches
dendritiques, trata oriens, radiatum, moleculare, ou au niveau de I'Hilus, sont quant a eux générés avant la
majorité des cellules glutamatergiques pyramidales et granulaires. Chez la souris, les interneurones sont
générés entre E11 et E17 (Soriano et al., 1986, 1989a, 1989b). Plus précisément, la majorité des
interneurones constituant les couches oriens et radiatum de CA1 et CA3 sont générés vers E12-13, alors que
les interneurones du gyrus denté apparaissent a E13-14 (Soriano et al., 1989a, 1989b). Les interneurones
GABAergiques présents au niveau de la couche pyramidale elle-méme sont générés apreés les autres et
suivent le méme gradient de migration que les neurones pyramidaux glutamatergiques (Bayer, 1980; Soriano
et al., 1989a).

Les interneurones différent des cellules pyramidales de par leur origine et leur mode de migration. Alors
gue les neurones glutamatergiques sont générés au niveau du neuroépithélium de la zone ventriculaire du
télencéphale dorsal et migrent radialement au travers de la zone intermédiaire pour atteindre la plaque
hippocampique, les interneurones GABAergiques sont issus de différents progéniteurs et adoptent des
modes de migration a la fois tangentielle et radiale (Parnavelas et al., 1991; Mione et al., 1994). Ainsi, les
neurones glutamatergiques issus d’'une méme cellule mére restent spatialement proches alors que les
interneurones sont dispersés suite a une migration tangentiel (Tan et al., 1998).

Le subpallium, qui donne la majorité des interneurones hippocampiques qui vont ensuite migrer
tangentiellement vers I'Hippocampe, est constitué de différentes régions prolifératives : les éminences
ganglionnaires médiale (EGM), latérale (EGL) et caudale (EGC) (Anderson et al., 1997). Ces régions pourraient
étre différemment impliquées dans la genése des sous-types d’interneurones. Il a par exemple été montré
que dans I'Hippocampe, les interneurones dérivés des EGM sont majoritairement PV+, environ 30 % contre

13 % de CB+ et 26 % de SOM+ (Nery et al., 2002). A I'inverse, aucun des neurones issus des LGE ne
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présentent de cinétiques de dépolarisation rapides (Butt et al., 2005). Quant aux CGE, les neurones qui y
sont générés a E13.5 sont essentiellement CB+ (17 %) et SOM+ (27 % (Nery et al., 2002)) alors que ceux
générés a E14.5 seraient CR+ (Xu et al., 2004). Ainsi, des différences de localisation et de date de
neurogenése semblent étre responsable de la production des différents interneurones. Les interneurones
ainsi générés vont ensuite migrer tangentiellement vers leurs destinations finales selon deux flux distincts :
I’'un dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) ou intermédiaire, 'autre dans la zone marginale (Danglot et al.,
2006). La zone marginale au niveau de I'Hippocampe correspond au futures strata radiatum et lacunosum-
moleculare. Une fois dans le télencéphalon, les interneurones peuvent changer de direction et de modes de
migration pour passer d’une zone a l'autre et finalement atteindre leur destination définitive.

Aux alentours de PO, la majorité des interneurones GABAergiques sont présents dans I'Hippocampe au
niveau de la zone marginale (futur radiatum), de la zone sous-plaque (futur oriens) et dans la zone marginale
denté (futur couche moléculaire), alors qu’ils sont majoritaires a proximité des couches pyramidales et
granulaires chez I'adulte (Dupuy and Houser, 1996, 1997; Frahm and Draguhn, 2001). Puisqu’aucun
phénomeéne majeur d’apoptose n’a été décrit, les neurones GABAergiques migreraient depuis les couches
dendritiques vers les couches somatiques au cours du développement postnatal (Danglot et al., 2006).
Parallelement, leur morphologie évolue d’une forme bipolaire a une forme mature pyramidale (Morozov

and Freund, 2003 ; Morozov et al., 2006).

Bien qu’a la naissance I'ensemble des neurones constituant le réseau hippocampique soit globalement
en place, la connectivité n’est pas encore établie, notamment celle des neurones pyramidaux dont la

fonctionnalité va étre corrélée a leur croissance dendritique (Tyzio et al., 1999).

b. Développement morphologique et connectivité des neurones pyramidaux

Les neurones pyramidaux présentent des les premiers jours postnataux une morphologie polarisée
héritée des prolongements acquis par les précurseurs au cours de leur migration (Calderon de Anda et al.,
2008). Ainsi, a PO les neurones sont déja pourvus d’un axone basal et commencent a développer leur
dendrite apicale (Tyzio et al., 1999). Dés les premiers jours postnataux en CA3, les dendrites primaires
apicales s’étendent sur toute I'épaisseur du stratum radiatum alors que les dendrites basales croissent dans
le stratum oriens (Gaiarsa et al., 1992). L’arborisation se développe ainsi rapidement au cours des deux
premiéres semaines de développement avec la présence de nombreux filopodes a P3-P4, et I'augmentation
drastique des embranchements entre P5 et P15-17 ou le neurone atteint une morphologie mature. En
paralléle du développement neuritique apparaissent les premieres épines, structures des futures synapses

excitatrices. Les épines non moussues, qui vont recevoir les fibres récurrentes, commissurales et
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perforantes, apparaissent vers P4-P5 en oriens et en radiatum et leur nombre augmente progressivement
jusqu’a P20 (Gaiarsa et al., 1992). Les excroissances épineuses qui vont recevoir les fibres moussues du
Gyrus denté apparaissent tout juste a partir de P5-P10 sur la portion proximale des dendrites apicales, au
niveau du stratum lucidum. Leur aire totale par neurone, qui correspond alors a respectivement 0.53 et 6 %
de I'aire mesurée chez I'adulte, ainsi que leur nombre va augmenter massivement jusqu’a P17 (Gaiarsa et al.,
1992). Cette évolution ne dépend pas du développement des fibres moussues mais correspond cependant a
leur arrivée au niveau du stratum lucidum qui débute a P3 et s"accompagne de I'apparition d’expansions le
long de I'axone vers P7 (Amaral and Dent, 1981).

Au cours de la période postnatale, les neurones pyramidaux vont également développer leurs axones.
L'arbre axonal s’étend aussi bien en oriens qu’en radiatum de CA3 et apparait plus dense et plus complexe
au cours de la deuxiéme semaine postnatale que chez I'adulte (Gomez-Di Cesare et al., 1997). Cette
croissance est accompagnée de I'augmentation du nombre de renflements, ou varicosités, le long de I’'axone
qui établissent des contacts synaptiques en CA3, notamment les connexions récurrentes particuliere aux

neurones pyramidaux de CA3.

P3 P5 P10

P13 P15 P30

f:20 ym
Croissance de I’arborisation dendritique des neurones pyramidaux de CA3 au cours du développement postnatal. Reconstruction en

chambre claire issues de (Gaiarsa et al., 1992).
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PND 5 PND 11 PND 52

Croissance de I'arborisation axonale des neurones pyramidaux de CA3 au cours des deux premiéres semaines de développement
postnatal a 5, 11 et 52 jours postnataux. Reconstructions informatiques issues de Gomez-Di Cesare et al., 1997. La barre d’échelle

correspond a 100 um.

Le développements des épines, excroissances épineuses et renflements axonaux, témoigne de l'intense
synaptogenese se déroulant dans I’'Hippocampe au cours des trois premieres semaines de développement
postnatal (Steward and Falk, 1991; Danglot et al., 2006). Mais les premiéres synapses fonctionnelles au
niveau des neurones pyramidaux ne sont pas les synapses excitatrices glutamatergiques mais les synapses
GABAergiques (Tyzio et al., 1999). A PO, les neurones pyramidaux ne sont pas tous au méme stade de
croissance. Ainsi, ceux qui sont dépourvus de dendrites suffisamment longues pour atteindre la couche
radiatum ne présentent aucune activité synaptique (spontanée ou évoquée). Les neurones dont les
dendrites sont présentes au niveau du stratum radiatum présentent une activité synaptique uniquement
GABAergique. Enfin, lorsque I'arborisation dendritique atteint le stratum lacunosum/moleculare, les
neurones présentent une activité synaptique GABAergique et glutamatergique. Cette étude, suggére que la
croissance dendritique des neurones pyramidaux détermine la mise en place des différentes voies de
signalisations. Comme pour les synapses glutamatergiques, la synaptogenese GABAergique est tres
importante au cours des deuxieme et troisieme semaines postnatales (Seress and Ribak, 1990). Le nombre
de synapses GABAergiques axo-somatiques au niveau du stratum pyramidal de CA3 augmente par exemple

fortement entre P7 et P21 (Marty et al., 2002).
c. Développement des propriétés électrophysiologiques
Alors que les neurones pyramidaux se développent morphologiquement, la surface membranaire
grandit et provoque une augmentation de la capacitance de membrane associée a une diminution de sa

résistance (Shao and Dudek, 2009 ; Tyzio et al., 2003). De plus, le potentiel de repos de la membrane

s’hyperpolarise, en adéquation avec I'augmentation des conductances potassiques, la diminution de la
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perméabilité au chlore et la réduction de la concentration intracellulaire en chlore (Ben-Ari et al., 1989 ;

Spigelman et al., 1992 ; Zhang et al., 1991 ; Wang et al., 2001).

Les transmissions GABAergique et glutamatergique sont également modifiées au cours du
développement. Tout d’abord, leur fréquence augmente avec la synaptogenése (Hosokawa et al., 1994 ;
Cohen et al., 2000). Les événements postsynaptiques deviennent moins amples et plus rapides, avec des
cinétiques de montée et de décroissance plus courtes (Cohen et al., 2000 ; Hsia et al., 1998). Ces variations
de propriétés pourraient s’expliquer pour les évenements GABAergiques par la mise en jeu de différentes
populations d’interneurones, avec différentes localisations synaptiques (voire paragraphe Id).

Elles peuvent également s’expliquer par le changement des sous-unités qui constituent les récepteurs
GABAergiques et glutamatergiques. Par exemple, les récepteurs glutamatergiques NMDA immatures sont
principalement constitués de la sous-unité NR2B (GIuUN2B) qui est progressivement remplacement au cours
du développement par la sous-unité NR2A (GIuN2A) permettant un courant plus rapide (Monyer et al.,
1994). De méme pour les récepteurs GABA,, dont |’expression des sous-unités a2 et a5 associées a des

cinétiques relativement lentes (voire paragraphe Id) diminue en CA1 et CA3 aprés P12 (Laurie et al., 1992).

Par ailleurs, la transmission GABAergique au cours du développement est caractérisée par un
changement majeur puisque son effet postsynaptique hyperpolarisant et inhibiteur sur un neurone mature
est dépolarisant et donc excitateur sur un neurone immature (Ben-Ari et al., 2012). Ce shift est lié au
changement d’expression des transporteurs chlore NKCC1 et KCC2 au cours du développement. Ces
transporteurs régulent la concentration intracellulaire en chlore. Ainsi, au cours de la premiére semaine
postnatale le transporteur NKCC1 tres actif accumule les ions chlores dans le compartiment intracellulaire.
L’activation du récepteur GABAA induit alors la sortie des ions chlore dans le milieu extracellulaire et donc la
dépolarisation membranaire. A partir de la deuxieme semaine postnatale, I'activité du transporteur NKCC1
diminue alors que I'expression du transporteur KCC2 augmente (Rivera et al., 1999; Li et al., 2002; Dzhala et
al., 2005; Romo-Parra et al., 2008). La concentration intracellulaire en chlore diminue et 'activation du
récepteur GABA, produit I'effet inverse, c’est-a-dire I'entrée d’ions chlore et donc I'hyperpolarisation de la

membrane.
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Dans le cerveau mature : Pendant le développement:
Cl

cr
KCC2

NKCC1

KCC2
NKCC1

GABA, GABA,

cr

cr

= Hyperpolarisation = Dépolarisation

Représentation schématique du changement de conductance Cl- au cours du développement postnatal, responsable du shift

excitateur/inhibiteur du neurotransmetteur GABA. Schéma inspiré de Ben-Ari et al., 2012.

Dans la période postnatale, le GABA constitue ainsi la principale transmission excitatrice, ce qui va étre
initiateur en CA3 d’une activité de réseau immature nécessaire a la maturation des connexions synaptiques :

les Potentiels Géants Dépolarisants (GDPS pour Giant Depolarizing Potentials).

d. SPAs et GDPs, des activités de réseau développementales

Durant la période postnatale, le réseau neuronal de I'Hippocampe est le siege de plusieurs formes

d’activités spontanées de synchronisation.

Les premiers patterns d’activation sont les SPAs, pour Synchronous Plateau Assemblies (Crépel et al.,
2007; Allene et al., 2012). Les SPAs sont des décharges en bouffées de plateaux calciques générés dans un
groupe distinct de neurones couplés par un systeme de jonctions GAP. Leur génération n’est pas synaptique
puisque les SPAs sont maintenus en présence de bloqueurs de I'activité glutamatergique et GABAergique
(Crépel et al., 2007). L’apparition périnatale des SPAs est directement liée a la naissance puisqu’elle dépend
de la libération d’oxytocine pendant la parturition. En effet, I'application d’oxytocine a un stade
embryonnaire entraine I'apparition des SPAs avant la naissance, alors que I'application d’un antagoniste du
récepteur a I'oxytocine a la naissance la retarde (Crépel et al., 2007). De maniére intéressante, I’hormone
maternelle oxytocine a également été associée au shift excitateur/inhibiteur du GABA, en réduisant I’activité
du transporteur chlore NKCC1 responsable de I’'accumulation intracellulaire en chlore (Tyzio et al., 2006).
L’hyperpolarisation membranaire ainsi induite par I'oxytocine maternelle pourrait étre une condition
nécessaire a la génération du courant Ih dont dépendent les SPAs (Crépel et al., 2007). De plus, la population
de neurones participant a la production des SPAs évolue au cours des premiers jours post-nataux (Allene et
al., 2012). A P1, 51% des neurones impliqués sont GABergiques contre moins de 5 % glutamatergiques. A

I'inverse, a P5 90 % des neurones générant des SPAs sont glutamatergiques contre environ 11 %
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GABAergiques.

Les SPAs sont progressivement remplacés au cours de la premiére semaine postnatale par une activité
de réseau cette fois synaptique et synchronisée dans une plus large population de neurones : les GDPs (Ben-
Ari et al., 1989 ; Crépel et al., 2007 ; Allene et al., 2012). La mise en place de la transmission synaptique
pourrait jouer un réle dans la disparition des SPAs, puisque I'application de bloqueurs synaptiques (NBQX,
DAPS5, Bicuculline) augmente le nombre de cellules produisant des SPAs (Crépel et al., 2007). De plus, ce sont
les mémes interneurones initialement impliqués dans la génération des SPAs qui sont impliqués a un stade
de maturation plus avancée dans la génération des GDPs (Allene et al., 2012). La transition des SPAs vers les
GDPs est donc corrélée a la maturation des neurones impliqués (Villette et al., 2016). Ainsi a P1, 9 % des
interneurones sont impliqués dans la production de GDPs contre 87 % a P7 (Allene et al., 2012). Ces
interneurones forment un « hub », un noyau de neurones hyperconnectés, correspondant aux cellules en
panier ainsi qu’a des interneurones projetant a distance (Bonifazi et al., 2009). En adéquation avec leur stade
de maturation, la population d’interneurones impliqués dans la génération des GDPs correspond a la

premiere génération de neurones (Picardo et al., 2011 ; Villette et al., 2016).

Les GDPs sont observés au niveau de I'Hippocampe aussi bien ex vivo (en tranche aigue (Ben-Ari et al.,
1989)), qu’in vitro (tranche organotypique en culture (Allene et al., 2012)) et in vivo (Leinekugel et al., 2002),
et sont conservés au cours de I’évolution des mammiferes (Menendez de la Prida et al., 1998 ; Khazipov et
al., 2001). Les GDPs correspondent a de larges événements synaptiques portés par des réseaux récurrents
(Ben-Ari, 2001). Au niveau des neurones pyramidaux de CA3, le neurotransmetteur GABA libéré par les
interneurones en hub active le récepteur GABA,, ce qui induit la sortie de I'ion chlore dépolarisant ainsi la
membrane. Le neurone pyramidal excité relaie I'information par la libération de glutamate.
L'interconnectivité caractéristique des neurones de CA3 mene a la synchronisation de I’'ensemble du réseau,
générant ainsi les GDPs, qui se propagent jusqu’en CA1 (Menendez de la Prida et al., 1998). Les GDPs
enregistrés au niveau des neurones pyramidaux de CA3 sont ainsi constitués d’une composante
GABAergique et d’'une composante glutamatergique plus tardive (Mohajerani and Cherubini, 2005). La
fréquence et I'amplitude des GDPs sont diminuées par I'application de I'antagoniste bumetanide du
transporteur NKCC1, dont I'activité est responsable de I'effet excitateur du GABA (Allene et al., 2012). Les
GDPs disparaissent ainsi au cours de la seconde semaine postnatale, lorsque la transmission GABAergique

devient inhibitrice (Allene et al., 2012; Ben-Ari, 2002; Ben-Ari et al., 1989).

Les courants calciques liés a la transmission GABAergique dépolarisante sont connus pour réguler une

variété de processus développementaux comme la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire, la
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formation de synapses et la connectivité neuronale. En particulier, les courants calciques associés au GDPs
sont nécessaires au renforcement des synapses glutamatergiques et GABAergiques au cours du

développement (Kasyanov et al., 2004; Mohajerani and Cherubini, 2006; Mohajerani et al., 2007).
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Pendant longtemps, la recherche en neurosciences a privilégié I'étude des neurones, sans prendre
pleinement en compte les autres populations cellulaires qui composent le systéme nerveux central : les
cellules gliales. Au cours des derniéres décennies, de plus en plus de données se sont cependant accumulées
sur ces cellules et il est aujourd’hui admis qu’elles jouent un réle actif dans le fonctionnement du cerveau.
Parmi ces cellules, la microglie, le macrophage résident du systeme nerveux central, joue de par son
appartenance au systéeme immunitaire un role primordial en cas d’agression (lésion, inflammation,
dégénérescence neuronales). De nombreuses études ont également démontré son réle en condition
physiologique et particulierement au cours du développement ou elle pourrait participer a la mise en place

des neurones et de leurs connexions.

Chapitre 2 — Les cellules microgliales

. Qu’est-ce que la microglie ?

a. Historique et découverte

Les cellules gliales dont fait partie la microglie furent décrites pour la premiéere fois en 1846 par Rudolf
Virchow comme la substance adhésive liant les neurones. Cependant, il faudra attendre le développement
de nouvelles méthodes de fixation et d’'imprégnation du cerveau pour découvrir et a terme différencier les

cellules gliales telles que nous les connaissons aujourd’hui (revue par Tremblay et al., 2015).

Ramon y Cajal publia le premier article entierement consacré aux neuroglies dans lequel il postula
gu’elles permettaient la préservation des circuits neuronaux et évitaient des contacts inappropriés (Ramony
Cajal, 1897). Apreés lui, son étudiant Nicolas Achucarro décrivit chez le lapin infecté du virus de la rage, des
cellules de forme allongée (« rod-cells ») remplies de produits de dégénérescence graisseuse et dont la
morphologie semblait adaptée aux régions nécrosées de la couche pyramidale de I'Hippocampe. D’aprés ces
observations, Achucarro émit I’hypothese que ces cellules adipeuses granulaires, phagocytaient les neurones
dégénérescents et devaient leur morphologie allongée a un mouvement actif entre ces neurones
(Achucarro, 1909). Grace a la mise au point d’'une nouvelle technique de marquage a base de tanin et de
nitrate d’argent ammoniacal, il fut capable de décrire et différencier deux types cellulaires parmi les
neuroglies : les cellules allongées, phagocytes non fibreux, adipeux et granulaires, et les cellules étoilées,

fibreuses et pourvue de terminaisons au niveau des vaisseaux sanguins, qui correspondent aujourd’hui aux

33



microglies et aux astrocytes (Achucarro, 1913). Dés lors, Achucarro émit I'idée que des dysfonctions gliales
pourraient étre a I'origine de maladies cérébrales, il opposa ainsi les notions de gliopathie et de neuropathie.

éme -

Cependant, en 1913 Ramon y Cajal parlait lui d’'un « 3™ élément » en opposition aux neurones et aux
cellules étoilées. Contrairement a son étudiant, il décrit des cellules gliales de la substance blanche, petites,
sans processus, apolaires, avec une localisation peri-neuronale ou peri-vasculaire et d’origine
mésodermique. Il s'avére cependant qu’en raison des limites de la méthode de marquage utilisée (chlorure
d’or sublimé), cette classification englobait deux populations de cellules : les microglies et les

oligodendrocytes.

A “GRANULOADIPOSE” CELLS B “THIRD ELEMENT “
Achucarro, 1909-1913 Cajal, 1913
Tannin and ammoniacal silver nitrate method Sublimated gold chloride method

a*""?pe bo
SUNY S e
’(2'3 On
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Rio-Hortega,1919 &1921
c MICROGLIA Silver carbonate method D OLIGODENDROCYTES

Golgi-Hortega method

C..

Mm o

7

Dessins illustrant la découverte des cellules microgliales, depuis les cellules adipeuses granulaires de Nicolas Achucarro (A) et le 3°me

élément de Ramon y Cajal (B) vers la distinction entre microglies (C) et oligodendrocytes (D) par Pio del Rio-Hortega.

Figure issue de Tremblay et al., 2015
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En 1916, un ancien étudiant d’Achucarro, Pio del Rio-Hortega, développa une nouvelle méthode de
marquage a base de de carbonate d’argent qui permit enfin de visualiser la morphologie complexes des
cellules gliales (Rio-Hortega, 1916, 1917). Il différencia ainsi les deux types cellulaires du « 3°™ élément » de
Cajal et décrivit la microglie telle qu’on la connait aujourd’hui (Rio-Hortega, 1919). Il parle d’une cellule
majoritairement présente dans la substance grise, avec un noyau petit et dense, pas de centrosomes, un
appareil de Golgi, des granules et une arborisation de processus tres développée.

D’apres ses observations, la microglie est capable d’adapter sa morphologie aux structures nerveuses
qui I'entourent, ce qui suggere une capacité migratoire et une structure dynamique, ce qu’avait décrit
Achucarro avant lui concernant les cellules allongées observées en conditions pathologiques. Du reste, pour
Rio-Hortega, c’est dans la pathologie que la microglie joue son véritable réle en passant d’'une forme
sédentaire ramifiée « au repos », a une forme améboide « activée » capable de migrer et de phagocyter des
débris cellulaires.

Rio-Hortega, note par ailleurs que I'évolution morphologique suivie par la microglie lors de son activation est
I’exacte réflexion des caractéristiques acquises au cours du développement. De plus, la cellule présente des
vacuoles caractéristiques de la phagocytose trés tot dans le développement, ce qui le méne dés lors a
I’hypothese que les microglies jouent au cours du développement un réle de macrophage, en phagocytant

les débris cellulaires générés par les neurones et les neuroglies dans I'acquisition de leur morphologie et de

leur location finale.

b. L’activation microgliale

Malgré ces observations sur un réle physiologique développemental, les nombreuses études sur la
microglie qui ont suivies se sont fondées sur le concept « d’état de repos » et « d’état activé » de la
microglie. L’activation microgliale a donc été intensivement étudiée dans différentes conditions

pathologiques ou aprés induction artificielle.

La signalisation « ON/OFF »

De nombreuses molécules et conditions peuvent induire I'activation microgliale. Elles ont en commun
de refléter une menace pour 'intégrité structurelle et fonctionnelle du systéme nerveux central. Grace a
I’expression de trés nombreux récepteurs a sa membrane, la microglie est capable de reconnaitre et de
réagir a une grande variété de signaux témoins de ’homéostasie de son environnement (voir le tableau ci-

dessous tiré de la revue de Hanisch et Kettenmann, 2007).
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Catégorie de signaux Exemples

Structures de surface ou Agonistes des membres de la famille des récepteurs a reconnaissance de

AND/ARN d’origne virale, | motif TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR6/2 et TLR9, comme le LPS bactérien ou les

bactérienne ou fongique protéoglycane et acide lipotéichoique (LTA) de la membrane bactérienne,
les protéines gp41, gp120

Protéines endogenes Les agrégats de protéine béta amyloide, les fragments AB(25-35), AB40,

anormales AB42, protéine prion (PrP)

Complément Les facteurs du complément Clq, C5a

Anticorps Immunoglobulines de différents classes et sous-types (IgA, 1gG, IgM)
présentes au niveau de complexes immunitaires

Cytokines M-CSF, GM-CSF, IL-1beta, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-
gamma, TGF-beta, TNF-alpha

Chimiokines Ligands des récepteurs des chimiokines : CCR3, CCR5, CXCR2, CXCR, CXCR4,
CX3CR1, IL-8R

Facteurs neurotrophiques BDNF (Brain-derived neurotrophic factor), GDNF (glial-derived neurotrophic

factor), NGF (nerve growth factor), NT-3 (neurotrophin 3), NT-4

Composants plasmatiques Albumine, fibronectine, fibrinogene, thrombine

Autres protéines et peptides | Apolipoprotéine E (ApoE), hsp60 et hsp70 (heat shock proteins), CD40L,
MSH (melanocyte-stimulating hormone), endothéline, protéine S100, VIP
(vasoactive intestinal peptide)

Composés liés a la ATP (et autres purines), agonistes B adrénergiques, glutamate, kainate,
neurotransmission NMDA

Tons K*, Mn**

Autres composés Cannabinoides, céramide, gangliosides, acide lysophosphatidique (LPA),

mélatonine, opioides (endomorphines), PAF (platelet-activating factor),

prostaglandine E2 (PGE2), hormones stéroides, vitamine D3

Deux principes de signalisation organisent la réponse microgliale : les signaux « ON » et « OFF » (Biber
et al., 2007; Hanisch and Kettenmann, 2007; Kettenmann et al., 2011).
Les signaux « ON » comprennent |'apparition de facteurs inhabituels (comme des structures microbiennes
ou des composants du sérum), anormalement concentrés (comme des constituants intracellulaires),
caractéristiques de certaines conditions (comme le complément en cas d’opsonisation, ou un complexe
antigéne-immunoglobuline) ou tout simplement anormaux (agrégation de protéines). Ces signaux sont les
témoins d’une agression du systéme nerveux central, infection ou Iésion. Par exemple, la famille des
récepteurs a reconnaissance de motif, comme les récepteurs Toll-like (TLRs), détectent et différencient les
structures virales bactériennes et fongiques (Olson and Miller, 2004; Trinchieri and Sher, 2007). Parmi ces
structures, le lipopolysaccharide (LPS), endotoxine essentielle de la membrane externe des bactéries, est un
agoniste du récepteur TLR4 et sert de modéle commun dans I'étude de I'activation microgliale.
D’autre part, il existe des signaux constitutifs avec un effet « calmant » ou « OFF » sur I’état d’activation de

la microglie, et c’est la modification de ces signaux qui va constituer une alerte et induire I'activation
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microgliale. Les neurotransmetteurs, témoins d’une activité neuronale normale, constituent I'un des signaux
« OFF ». En effet, puisqu’elle exprime a sa surface les récepteurs de la plupart des neurotransmetteurs
(Farber and Kettenmann, 2006; Kettenmann et al., 2011), la microglie est sensible et réactive a un
changement de concentration pouvant indiquer une Iésion. De maniére intéressante, 'activation de certains
de ces récepteurs peut étre liée a une réponse antiinflammatoire de la microglie (comme dans le cas des
récepteurs adrénergiques ou GABAergiques). D’autres paires ligand-récepteur jouent le réle de signalisation
“OFF” : CD200-CD200R, SIRPalpha-CD47 et CX3CL1-CX3CR1 (Barclay et al., 2002; Brooke et al., 2004;
Cardona et al., 2006) et induisent donc I'activation microgliale en cas d’absence. Parmi ces voies de
signalisation, la voie CX3CL1-CX3CR1 implique la mise en jeu de la Fractalkine, une chimiokine exprimée et
libérée par les neurones, et de son récepteur spécifique CX3CR1 exprimé par la microglie. Cette
communication neurone-microglie est principalement connue pour son effet « OFF » sur I'activation
microgliale mais apparait également particulierement importante pour le développement cérébral
(description paragraphe Ill). En complément de ces signaux “OFF”, il existe également des inhibiteurs de
I’activation microgliale comme l'interleukine (IL)-10, le facteur de croissance TGF-f, les glucocorticoides ou le

complexe TREM-2 -DAP12 (Broderick et al., 2000; Hamerman et al., 2006; Hanisch and Kettenmann, 2007).

Changement de morphologie et recrutement

Alors que la microglie ramifiée « au repos » est constitutivement présente dans le CNS sain, sa forme
activée est observée dans la majorité des pathologies cérébrales. Elle se caractérise morphologiquement par
I’épaississement des processus, la diminution de leur nombre et de leur complexité ainsi que la déformation
et I'augmentation du volume de son corps cellulaire (Sheng et al., 1997 ; Walker et al., 2014). Ces
parametres peuvent étre quantifiés relativement aisément et permettent de distinguer différents
phénotypes de microglie associés a différents stades d’activation : ramifiée, amorcée, réactive et améboide
(Kreutzberg, 1996 ; Soltys et al., 2001 ; Stence et al., 2001 ; Kettenmann et al., 2011 ; Kozlowski and Weimer,
2012).

Représentation des changements morphologiques subis par la microglie au cours de son activation. lllustration issue de Walker et al.,

2014.
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Méme si ces stades d’activation ne font pas I'unanimité selon les études (Davis et al., 1994; Streit et al.,
1999; Stence et al., 2001; Yamada and Jinno, 2013), il existe un consensus pour dire que la microglie
réoriente ses processus vers le site de I'altération, puis perd ses ramifications, devenant plus améboide
avant de développer des filopodes lui permettant de devenir pleinement mobile et de jouer son rdle premier
de macrophage du systéme nerveux central en phagocytant les débris cellulaires issus de la mort neuronale
(Walker et al., 2014).

En effet, en conditions pathologiques comme en cas de lésion, d’AVC, de maladies neurodégénératives
ou d’invasion tumorale, la microglie est recrutée sur le site d’agression. Ce recrutement est médié par les
phénomeénes de migration, de prolifération et est parfois accompagné de I'invasion de monocytes circulants
(Gomez-Nicola and Perry, 2015). Les cinétiques et mécanismes derriére ce recrutement ont été
particulierement explorés in vitro et ex vivo. De nombreuses molécules pouvant servir de signaux de
migration ont ainsi été mises en évidence : les neurotransmetteurs (ATP, Glutamate), les cannabinoides,
I'acide lysophosphatidique, la morphine, la bradykinine, les facteurs de croissance, I'amyloide 3 ou encore
certaines chimiokines (Kettenmann et al., 2011).

Parmi elles, il a été montré que la Fractalkine exerce un effet migratoire fort et dose-dépendant sur des
microglies en culture (Maciejewski-Lenoir et al., 1999). L’application de Fractalkine induit un réarrangement
du cytosquelette suivi de la migration des cellules. Cette réponse est diminuée par I'anticorps contre CX3CR1
et par des inhibiteurs pharmacologiques de la protéine Gi a laquelle il est couplé. Ces premieres
observations ont été confirmées par des études réalisées ex vivo, grace a I'imagerie en temps réel d’explants
rétinaux. La migration vers le site de Iésion induite au laser est ainsi réduite chez les microglies dépourvues
du récepteur CX3CR1 (Liang et al., 2009). De méme, la migration de microglies quantifiée grace a un test de
migration in vitro, est diminuée suite a I'application d’anticorps contre CX3CR1 et augmentée par I'ajout de
Fractalkine (Zhang et al., 2012).

D’autre part, la migration microgliale, comme d’autres migrations cellulaires, pourrait également mettre en
jeu les canaux et transporteurs ioniques tels que les canaux calciques, chlores ou encore potassique, ce qui

est accompagné de modifications des propriétés membranaires (Kettenmann et al., 2011).

Changement du profil électrophysiologique

En parallele de son changement de morphologie, la microglie subit des changements de propriétés de
membranes au cours de son activation. Méme s’il ne s’agit pas d’une cellule électriquement excitable
comme les neurones, la microglie exprime de nombreux canaux ioniques qui lui conferent des propriétés
électrophysiologiques caractéristiques (Kettenmann et al., 2011).
Que cela soit sur tranche aigue de rats ou de souris, sur tissu sain les microglies ramifiées sont caractérisée

par une résistance d’entrée élevée (=2.4 GQ), une faible capacitance membranaire (=12 pF) et surtout
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I’absence de courants voltage-dépendants (Boucsein et al., 2000, 2003). Le potentiel de membrane associé
est généralement trés bas, d’environ -20 mV (Boucsein et al., 2000) mais une autre population de cellules se
distingue avec un potentiel de membrane plus important de -59 mV (Boucsein et al., 2003). Plusieurs études
menées dans différents modéles d’activation ont montré que la microglie suivait un profil similaire :
I’expression d’un courant potassique a rectification entrante suivie de celle d’un courant potassique sortant
a rectification retardée (Boucsein et al., 2000; Lyons et al., 2000; Avignone et al., 2008). L’application de
LPS induit également apres 48h une augmentation de la capacitance jusqu’a environ 43 pF (Beck et al.,
2008). En culture cellulaire, les microglies présentent un profil de base partiellement activé (courant
potassique entrant, augmentation de la résistance jusque 4 GQ et morphologie améboide ; Kettenmann et
al., 1990; Schilling and Eder, 2007).

Ces changements de propriétés électrophysiologiques s’expliquent par la modification de I’expression
des canaux potassiques membranaires, comme par exemple la surexpression de la sous-unité Kv1.3 en

conditions pathologiques (Farber and Kettenmann, 2005; Menteyne et al., 2009; Kettenmann et al., 2011).

Changement du profil d’expression génique et marqueurs d’activation

En effet, I'activation microgliale s’accompagne de nombreux changements de I'expression génique
menant notamment a la production de nombreuses molécules : pro ou anti-inflammatoires, chimiokines,
facteurs de croissance (BDNF, GDNF), molécules neurotoxiques et enzymes. Cependant, I’état d’activation
n’est pas stéréotypé mais correspond a un spectre de réponses dépendant du type, de I'intensité et de la
durée du stimulus déclencheur (Hanisch, 2013). De maniere semblable aux autres macrophages et selon les
signaux déclencheurs, la microglie peut développer deux états d’activation, classiquement catégorisé en M1
et M2 (Schwartz et al., 2006; Hanisch, 2013; Benarroch, 2013).

Le phénotype microglial M1 correspond a I'activation “classique” et correspond a un phénotype
phagocytaire associé a |'activation transcriptionnelle de NF k B, menant a la production et libération de
cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1pB, IL-6, IL-23, et TNF-q, ainsi que de substances cytotoxiques
comme les radicaux libres d’oxygéne (NO) ou I'acide quinoléique. M1 se rattache aux systemes immunitaires
inné et acquis et varie selon le stimulus. Par exemple, en réponse aux ligands des récepteurs de type Toll, la
microglie de phénotype M1 surexprime MHC |, libere des cytokines pro-inflammatoires, les chimiokines TNF-
a et CCL3, les produits de la cyclooxygénase 2, du NO, des especes réactives de I'oxygeéne, ou des acides
aminés excitateurs comme effecteurs du systeme immunitaire inné (Block et al., 2007). Par contre, en
réponse a la libération d’INF-y par les lymphocytes auxiliaires Th1, la microglie M1 exprime MHC Il, devient
une cellule présentatrice d’antigéne et libére des cytokines pro-inflammatoires comme effecteurs du
systeme immunitaire acquis (Hanisch, 2013).

Le phénotype microglial M2 correspond quant a lui a I'activation alternative et correspond également a
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un phénotype phagocytaire mais est lié a une réponse anti-inflammatoire via la libération d’IL-10 et de TGF-
B. Il favorise la réparation tissulaire en libérant des protéines de la matrice extracellulaire (Mosser and
Edwards, 2008). Le phénotype M2 est induit par des signaux produits par les cellules apoptotiques (comme
Hsp60 qui active TREM2) ou par des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-13) libérée par les cellules
auxiliaires Th2.

Il est important de noter que ces deux types d’activation M1 et M2 représentent un spectre de réponses et
non deux types cellulaires séparés et que la microglie peut évoluer entre les deux en condition pathologique

et ainsi jouer les différents réles qui lui sont attribués (Benarroch, 2013).

c. Les principales fonctions de la microglie « activée » en conditions pathologiques

Les microglies activées sont observées dans presque toutes les maladies neurologiques, incluant des
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la Sclérose Latérale
Amyotrophique ; ou encore des maladies infectieuses ou inflammatoires comme la Sclérose Multiple, les
Accident Vasculaires Cérébraux et les Iésions cérébrales induites par trauma ou radiation (Fu et al., 2014). La
microglie activée dans ces différentes pathologies assure plusieurs fonctions, mais que celles-ci soient

bénéfiques ou délétéres demeure controversé.

Phagocytose

Quel que soit son état d’activation, la microglie est le phagocyte attitré du systéme nerveux central et
permet I'élimination des pathogenes et débris cellulaires pouvant perturber le fonctionnement cérébral. La
phagocytose est un type d’endocytose impliquant I'internalisation vésiculaire de particules solides, comme
des pathogénes bactériens ou des débris cellulaires, depuis le milieu extracellulaire vers des vacuoles
digestives, les phagosomes. Dans la cellule, les phagosomes fusionnent avec le lysosome, un organite
permettant la dégradation enzymatique des composants cellulaires (Napoli and Neumann, 2009). La
représentation actuelle du processus de phagocytose repose donc sur un modele en trois étapes :
I’attraction par les signaux « trouve-moi”, comme I’ATP, I’'UTP ou la Fractalkine ; I'activation des voies de
signalisation “mange-moi” par la formation de complexes récepteurs microgliaux-ligands comme le LPS
pathogene, la protéine Hsp60 issue de cellules apoptotiques, les immunoglobulines (IgG) ou les protéines du
complément ; et enfin la digestion en elle-méme (Sierra et al., 2013). Cette fonction est essentielle pour le
maintien de I'homéostasie du systéme nerveux car elle permet I'élimination des bactéries pendant une
infection, celle de cellules ou de débris cellulaires en cas d’apoptose ou de nécrose mais également celles de
portions de cellule (axones), de myéline ou d’agrégats protéique induites au cours de différentes maladies

neurologiques (Fu et al., 2014). Elle permet par exemple I’élimination dans une certaine mesure du peptide
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AP qui s"accumule au niveau extracellulaire dans la maladie d’Alzheimer et provoque perte neuronale et
atteintes cognitives (Koenigsknecht-Talboo and Landreth, 2005). En cas de |ésion cérébrale ou spinale, la
microglie effectue la phagocytose de la myéline abimée ainsi que des débris cellulaire, nécessaire a la survie
neuronale et a la régénération de la myéline (Boekhoff et al., 2012; Redondo-Castro et al., 2013).

La phagocytose microgliale est donc un phénoméne majoritairement bénéfique, cependant elle peut
devenir insuffisante ou étre perturbée par la maladie, accélérant ainsi sa progression. De plus, des études
menées in vitro (Neher et al., 2011) et in vivo (Fricker et al., 2012; Neher et al., 2013, 2014) ont démontré
gue la microglie peut activement supprimer des neurones altérés mais potentiellement viables. On parle
alors du phénomene de « phagoptose », qui pourrait aggraver la mort neuronale dans certaines maladies

neurodégénératives (Brown and Neher, 2014).

Le « stripping » de synapses

Dans certaines situations, les microglies pourraient interagir physiquement avec les neurones lésés mais
agir plus subtilement en supprimant uniquement les synapses. On parle de “stripping” ou de déshabillage
synaptique. Ce phénomene a été identifié pour la premiere fois par microscopie électronique dans un
modele de Iésion du nerf facial (Blinzinger and Kreutzberg, 1968). Cette |ésion qui touche les axones des
motoneurones au niveau du noyau facial, provoque I'activation des microglies qui proliférent, migrent et
recouvrent le corps cellulaire des motoneurones pour a terme supprimer les afférences synaptiques (Moran
and Graeber, 2004). Des observations similaires ont été faites au niveau cortical dans un modele
d’inflammation bactérienne par injection de bactéries neutralisées ou de LPS (Trapp et al., 2007; Chen et al.,
2014). La suppression des afférences inhibitrices favoriserait la synchronisation neuronale et I'expression de
molécules neurotrophiques et anti-apoptotiques, assurant ainsi un réle neuroprotecteur (Chen et al., 2014).
D’autre part, la période de rétraction synaptique coincide avec I'expression d’oxyde nitrique synthase
neuronale et sa manipulation pharmacologique montre qu’en I'absence d’oxyde nitrique le stripping est
stoppé (Sunico et al., 2005). L’oxyde nitrique induit quant a lui la phosphorylation de la chaine légére de la
myosine connue pour induire la rétraction des neurites et pouvant donc expliquer le mécanisme derriere le
stripping (Sunico et al., 2010).
Cependant, des études ont montré que la prolifération microgliale n’était pas nécessaire au processus (Kalla
et al., 2001; Svensson and Aldskogius, 1993) et aucune preuve formelle ne démontre a ce jour le role actif
des microglies dans le phénomene de stripping synaptique. En effet, Yamada et al ont montré qu’une
diminution de I'activité synaptique (excitatrice et inhibitrice) médiée par la libération d’ATP et adénosine

gliales précede le phénomene de stripping par la microglie (Yamada et al., 2008).

Libération de facteurs : de la neurotoxicité a la neuroprotection
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Comme décrit précédemment, la microglie activée libére un grand nombre de molécules qui vont, selon
la situation, avoir un effet positif ou délétere. Le premier réle de la microglie est de défendre le systeme
nerveux central. En cela, son recrutement sur le site de I’altération lui permet d’étre en premiere ligne pour
phagocyter mais également pour libérer les molécules pro-inflammatoires caractéristiques de son état
d’activation orienté M1. Ces substances vont amplifier la réponse inflammatoire, que la nature de
I’altération soit due a un pathogéne ou a une lésion. Elles vont alors permettre de tuer les pathogenes mais
pourront également avoir I'effet indésirable de tuer les neurones. Par exemple, alors que la microglie joue
par le phénomeéne de phagocytose un réle neuroprotecteur dans la phase pré-symptomatique de la Sclérose
Latérale Amyotrophique, elle serait délétere pour les motoneurones voisins par la sécrétion de ces facteurs
proinflammatoires dans la phase initiale de la maladie (Graber et al., 2010). Dans la maladie d’Alzheimer, les
protéines béta-amyloides favorisent le profil d’activation pro inflammatoire de la microglie et induisent
I’expression d’oxyde nitrique synthase suivie de I'apoptose neuronale. Il a par ailleurs été montré que les
cytokines pro inflammatoires TNFa et IL-1 peuvent induire la mort neuronale in vitro et in vivo, via une voie
dépendante de caspase-3 (McCoy and Tansey, 2008; Kaushal and Schlichter, 2008).

De maniere intéressante, I'activation spécifique des récepteurs NMDA exprimés par la microglie provoque in
vitro la libération de facteurs neurotoxiques (NO) par la microglie induisant la mort neuronale, et
I'inactivation de ces récepteurs in vivo protége les neurones en cas de lésion (Kaindl et al., 2012).

Aprés une certaine période d’activation pro-inflammatoire, la microglie développe son activation alternative
majoritairement anti-inflammatoire et peut ainsi calmer I'inflammation et promouvoir la survie neuronale. Il
a par exemple été montré que TGF- B régule I'inflammation lors de neurodégénérescence chronique et
limite la mort neuronale dans un modele de maladie a prion (Boche et al., 2006) ou dans un modéle de la

maladie de Parkinson, en agissant sur son récepteur microglial TBR-I (Liu et al., 2016).

Modulation de I'activité synaptique

La microglie activée pourrait également agir directement sur I’activité synaptique neuronale. Une étude
a par exemple montré que I'activation microgliale par le LPS augmente la fréquence des courants
postsynaptiques excitateurs au niveau de I'Hippocampe (Pascual et al., 2012). Les auteurs proposent e
modele selon lequel I'activation microgliale induit le recrutement rapide des astrocytes par la libération
d’ATP microglial, les astrocytes amplifient alors la production d’ATP et libérent le glumate qui va augmenter
la fréquence des courants postsynaptiques via le récepteur neuronal mGIluR5. Dans un modele de sclérose
en plaque, la libération d’IL1 par la microglie réduit la recapture du glutamate en diminuant I'expression
d’un transporteur et augmente ainsi la transmission glutamatergique (Mandolesi et al., 2013). De méme, la
libération d’IL1P par la microglie suite a I'activation du récepteur CX3CR1 est capable d’induire la facilitation

de la transmission synaptique excitatrice dans la corne dorsal de la moelle épiniére ex vivo, un mécanisme
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pouvant étre impliqué dans la douleur chronique (Clark et al., 2015).

Dans un modele de douleur neuropathique, il a été montré que I’'hyperexcitabilité neuronale a I'origine
de la douleur pouvait étre liée a la modification de la transmission inhibitrice GABAergique par la microglie
(Coull et al., 2005). Dans ce cas de figure, la microglie qui surexprime le récepteur P2X4 est activée par un
signal purinergique (ATP) et libére en réponse du BDNF. Le facteur se fixant a son récepteur neuronal TrkB
entraine alors la diminution de I'expression du canal KCC2 au niveau des neurones de la corne dorsale ce qui
va avoir pour effet comme on I'a vu dans le premier chapitre de I'introduction d’inverser le réle du
neurotransmetteur GABA. En effet, le canal KCC2, donc I'expression est normalement caractéristique des
neurones en développement, induit un changement de la répartition des ions Cl- autour de la membrane
neuronale, le GABA va alors en activant son récepteur entrainer la sortie d’ion Cl- et donc la dépolarisation
membranaire. Les synapses inhibitrices deviennent excitatrices et participent ainsi a I’hyperexcitabilité

pathologique du réseau.

d. La microglie « au repos » en condition physiologique ?

Motilité et surveillance active

Contrairement a I'idée recue d’une microglie au repos, sédentaire et inactive en condition
physiologique, des études réalisées in-vivo ont permis de montrer une microglie dynamique, scannant
continuellement son environnement a 'aide de ses processus mobiles et répondant rapidement aux
changements.
L'imagerie en temps réelle a permis ces derniéres décennies de mettre en évidence la motilité constante des
microglies dans le SNC en condition physiologique (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Nayak et
al., 2012). Des vidéos en « time-lapse » réalisée sur culture primaire de neurones de rat ont révélé pour la
premiere fois que les microglies ramifiées sont des cellules dynamiques qui étendent et rétractent
continuellement leur processus, suggérant un surveillance active de leur environnement (Booth and Thomas,
1991; Thomas, 1990). Ces études ont également montré chez la microglie une activité pinocytaire, une
forme d’endocytose du milieu extracellulaire. D’aprés ces observations, émergea |I’"hypothese selon laquelle
la microglie pourrait jouer le réle de gardien dans le cerveau sain en participant au nettoyage du milieu.
L’étude de la motilité microgliale fut alors approfondie, notamment en tranche aigues de cerveaux.
Cependant, en raison de la nature Iésionnelle de la procédure, les microglies étendent d’abord leur
processus vers la surface lésée puis adoptent une morphologie améboide et migrent pour participer
notamment au nettoyage des débris cellulaires (Brockhaus et al., 1996; Dailey and Waite, 1999; Stence et al.,
2001). L’étude de la microglie dans son environnement naturel fut permise par le développement de la

microscopie deux-photons (TPM) qui rend en effet possible I'observation en temps réel de tissus profonds.
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Deux études majeures ont analysé le comportement de la microglie dans le cerveau sain en utilisant un
modele de souris transgénique possédant des microglies fluorescentes (CXsCR,”*""; Jung et al., 2000). Les
microglies dans ces conditions tres proches de la physiologie, apparaissent stationnaires mais avec des
processus hautement mobiles, qui s’étendent et se rétractent a une vitesse d’environ 1.5 um/min (Davalos
et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). Sur une période de quelques minutes a quelques heures, de
nombreux processus secondaires apparaissent et disparaissent sans changement significatif du nombre total
de branchements (Davalos et al., 2005). De plus, en présence d’apyrase, une ATPase qui hydrolyse I'ATP et
I’ADP extracellulaire, le mouvement des processus est diminué, ce qui suggére le réle des nucléotides et
donc d’une communication intercellulaire dans la régulation de la motilité basale des processus microgliaux.
La dynamique des cellules microgliales est en contraste avec la stabilité des processus neuronaux

environnants et conforte la fonction proposée de gardien du SNC.

Motilité modulée par les neurones

Il a été démontré que la motilité microgliale en condition physiologique est sensible et régulée par les
neurones. Sur des explants rétinaux, la motilité basale des microglies est réduite lorsque celles-ci sont
dépourvues du récepteur CX3CR1 et donc insensibles a la Fractalkine libérée par les neurones (Liang et al.,
2009). Une étude plus récente d’imagerie en temps réel a également montré sur des explants rétinaux que
la motilité microgliale est positivement régulée par la transmission glutamatergique via I'augmentation de la
libération d’ATP apres excitation neuronale (Fontainhas et al., 2011). Ces résultats mettent en évidence
I'interaction basale entre les microglies et les neurones.
De la méme maniere que les signaux purinergique et glutamatergique, la neurotransmission inhibitrice
semble également impliquée dans la régulation de la dynamique microgliale. Dans la méme étude d’explants
de rétines, le GABA diminue la vitesse et la motilité des processus, alors que la bicuculline, antagoniste du
récepteur GABAA, les augmente. Ces résultats confirment ceux de Nimmerjahn et al., 2005 in vivo, qui
montrait également une augmentation de la motilité des processus suite a I’application de bicuculline.
Cependant, aucun changement de la vitesse elle-méme n’est observé suite a I'application de bicuculline in
vivo, ce qui pourrait refléter des différences entre les préparations utilisées (in vivo vs ex vivo) ou les régions
étudiées (cortex ou rétine). Des divergences plus évidentes apparaissent sur tranche d’Hippocampe in vitro,
ou I'induction du phénomeéne de potentialisation a long terme (LTP) et donc I'augmentation de la
transmission neuronale n’a aucun effet ou a I'inverse diminue la motilité microgliale (Wu and Zhuo, 2008;
Grinberg et al., 2011). A I'inverse, la motilité microgliale augmente suite au blocage de I'activité neuronale
par I'ajout de tétrodotoxine (TTX) puis diminue a nouveau apres I'ajout de glutamate ou d’ATP.

Malgré les divergences, toutes ces études s’accordent pour démontrer que la propension de la

microglie a continuellement scanner son environnement en condition physiologique est sensible a la

44



transmission neuronale et varie en fonction des changements. Il a méme été montré que la microglie
interagie physiquement avec les synapses. De tels contacts ont été caractérisés in vivo grace a 'utilisation de
I'imagerie deux-photons et de souris transgéniques exprimant une protéine fluorescente a la fois dans les
microglies et dans les neurones (Wake et al., 2009). Cette étude révele que les processus microgliaux
contactent les éléments synaptiques pendant une durée relativement courte (environ 5 minutes) au niveau
des cortex somatosensoriel et visuel. Ces contacts se font a un taux d’environ un par heure et induisent
I’élargissement des terminaisons présynaptiques contactées. Tout comme la motilité des processus, ces
contacts sont modulés par I'activité neuronale. Ainsi, moins de contacts microglie-synapses ont lieu lorsque
I’activité neuronale est diminuée par énucléation, par injection rétinienne de TTX ou par abaissement de la
température corporelle. Alors qu’aucune diminution de la motilité générale des processus n’était observée
suite a I'application de TTX dans une étude précédente (Nimmerjahn et al., 2005), la diminution des contacts
synaptiques pourrait suggérer que les mouvements des processus microgliaux ne sont plus dirigés vers la
synapses lorsque celle-ci est inactive. Les auteurs ont également démontré que les contacts normalement
courts avec les synapses fonctionnant normalement, sont prolongés en cas de |ésion ischémique suite a
I'occlusion de I'artere cérébrale moyenne. Ces contacts anormaux sont souvent suivis de la disparition des
structures présynaptiques contactées.

Une étude plus récente menée sur le tectum optique du zebrafish, a montré que les processus microgliaux
établissent des contacts “bulbeux” avec les somas des neurones (Li et al., 2012). Ces contacts augmentent
avec l'activité neuronale induite par la libération locale de glutamate. De plus, grace a 'utilisation d’imagerie
calcique, les auteurs ont mis en évidence que les microglies contactent préférentiellement les neurones les
plus actifs. Enfin, les neurones contactés par les processus microgliaux voient leur activité diminuer suite au
contact. Ceci traduit le fait qu’en plus d’étre « a I'écoute » des neurones et de modifier son comportement

en conséquence, la microglie peut en retour influer sur 'activité neuronale.

Modulation de I'activité synaptique

L’étude du role de la microglie dans la modulation physiologique de I'activité neuronale a été
approfondie grace au développement de nouveaux outils génétiques permettant la déplétion de la
population microgliale chez la souris adulte (Parkhurst et al., 2013).
Les auteurs ont généré un modéle murin exprimant la recombinase Cre de facon inductible par I'application
de tamoxifen, et spécifiquement dans la microglie. Cette approche leur a permis de faire exprimer le
récepteur de la toxine diphtérique dans les microglies et ainsi de les dépléter par 'administration de la
toxine. La déplétion microgliale diminue le remodelage des épines dendritiques (formation et élimination)
de facon basale mais également suite a une tache d’apprentissage moteur. Ces souris présentent une

altération de I'apprentissage moteur, ainsi que de la mémoire dépendante de I'Hippocampe et de
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I’Amygdale. Ces altérations cellulaires et comportementales sont associées a I'expression diminuée de
protéines impliquées dans le fonctionnement synaptiques comme la sous-unité GIuN2B des récepteurs
NMDA ou le transporteur vésiculaire glutamatergique VGIuT1. Au niveau fonctionnel, la fréquence des
courants postsynaptiques miniatures médiés par les récepteurs AMPA et NMDA est réduite, suggérant la
diminution de la libération spontanée de Glutamate chez les souris dépourvues de microglies. Ces résultats
démontrent que la microglie est impliquée dans le remodelage des réseaux synaptiques ayant court lors
d’une tache d’apprentissage.

Afin de trouver le mécanisme moléculaire pouvant faire le lien entre la microglie et le fonctionnement
synaptique, les auteurs ont créé une souris dans laquelle I'expression de BDNF est spécifiquement
supprimée dans la microglie. Ces souris présentent des altérations similaires aux souris dépourvues de
microglies, comme la diminution de la formation de synapses au cours de I'apprentissage et celledes
performances comportementales.

Le r6le de la microglie dans le remodelage synaptique lié a 'apprentissage dépend au moins en partie de la

libération microgliale de BDNF, régulateur connu de la plasticité synaptique.

Neurogenese adulte

Bien que le développement cérébral s’acheve au moment de |‘adolescence, une neurogenese localisée
est toujours possible a I'age adulte. Chez les mammiferes, les progéniteurs neuronaux proviennent
principalement de deux régions cérébrales : la zone sous-granulaire du gyrus denté de I'Hippocampe et la
zone sous-ventriculaire, située sous la paroi des ventricules latéraux (Taupin and Gage, 2002). Une partie
seulement des neurones générés dans la zone sous-granulaire du Gyrus Denté survit et s’intégre dans les
circuits déja en place (Gould, 1994). La majorité de ces progéniteurs subissent I'apoptose et sont phagocytés
par les microglies dans un contexte non-inflammatoire (Sierra et al., 2010). La phagocytose n’est
effectivement pas réalisée par des microglies améboides « activées » comme en pathologie mais par des
microglies ramifiées qui forment des poches de phagocytose a I'extrémité de leurs processus et n’ingerent
pas les débris cellulaires au niveau de leur soma comme elles le font sous leur forme améboide. D’autre part,
la neurogenese hippocampique peut étre affectée par I’enrichissement environnemental, I'apprentissage et
I’exercice (Inokuchi, 2011). Or la microglie va jouer un réle dans ce contexte particulier. En effet,
I’enrichissement semble stimuler la prolifération microgliale en méme temps que la neurogenese et les
capacités d’apprentissage (Ziv et al., 2006). De plus, 'ensemble de ces effets sont réduits chez des souris
immuno-deficient, ce qui mene les auteurs a proposer le réle des cellules T s’infiltrant dans la zone sous-
granulaire pour activer les microglies et favoriser la neurogenese. In vitro, I'addition de microglies dérivées
de souris entrainées, sur des cultures de neurones hippocampiques augmente le nombre de progéniteurs

neuronaux (Vukovic et al., 2012). In vivo, lorsque la fonction microglie est directement altérée par la
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suppression du récepteur CX3CR1, la neurogenése et les capacités d’apprentissage sont diminuées (Rogers
et al,, 2011). De méme, lorsque la fonction microgliale est atteinte par I'application de LPS, I'apoptose des
progéniteurs augmente (Sierra et al., 2010). L'ensemble de ces données suggerent que les microglies joue un
réle dans la neurogenése adulte d’une part par la phagocytose efficace mais régulée des débris, d’autre part

par la possible libération de substances solubles (Choi et al., 2008).

e. Ladistribution des cellules microgliales

En adéquation avec son rdle proposé de sentinelle, surveillant activement son environnement, et de
modulateur de I'activité neuronale, la microglie est présente dans chaque région du SNC. Cependant,
Lawson et al. ont montré dés 1990 que la densité differe d’un facteur 5 selon la nature du tissu et la région
considérée (Lawson et al., 1990). Bien que I'ensemble des études qui ont suivi s’accordent a confirmer une
densité microgliale variable selon la région observée, des divergences apparaissent selon les différents

modeles animaux et marquages cellulaires utilisés.

Ainsi, Lawson observe tout comme Del Rio-Hortega avant lui, une densité microgliale plus importante
dans la substance grise contenant les corps cellulaires neuronaux que dans la substance blanche composée
principalement des fibres neuronales (Del Rio-Hortega, 1919 ; Lawson et al., 1990). Bien qu’il ne parvienne
pas a mettre en évidence de corrélation entre la distribution microgliale et celle de neurotransmetteurs
connus, tel que la dopamine, cette différence pourrait étre selon lui lié a la mise en jeu d’un ligand neuronal.
Des études plus récentes, effectuées chez la souris (Vela et al., 1995) mais également chez 'homme
(Mittelbronn et al., 2001) montrent que la microglie est au contraire plus présente dans la substance
blanche. Cette divergence pourrait étre liée au modele d’étude ou au marquage de différentes populations
microgliale selon la technique employée. Ces études s’accordent par ailleurs sur le point morphologique et
observent majoritairement des microglies avec un petit corps cellulaire rond et des processus radialement
développés dans la substance grise et des microglies plus allongées, avec des processus longitudinaux dans
la substance blanche, ce qui traduit la dépendance de la microglie a son environnement.

En ce qui concerne les densités relatives de chaque région, quelques disparités apparaissent encore
selon les études, mais d’'une maniere générale les microglies semblent plus présentes dans les régions
dopaminergiques (substantia nigra, neostriatum) puis de maniere décroissante dans le télencéphale, le
diencéphale, le mésencéphale et le reste du rhombencéphale (tronc cérébral et cervelet) (Lawson et al.,
1990; Mittelbronn et al., 2001; Savchenko et al., 2000; Yang et al., 2012). Chez 'homme, la distribution au
niveau du rhombencéphale apparait légerement différente avec une densité microgliale maximale au niveau

du bulbe rachidien et du pont cérébral (Mittelbronn et al., 2001).
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Au sein méme d’une région, la densité peut étre homogene ou varier selon les aires. En effet, dans le
cortex préfrontal chez le rat, les microglies sont plus denses dans la couche V que dans la couche | mais sont
distribuées de maniére similaire le long des axes médio-latéral et antéro-postérieur (Kongsui et al., 2014).
Dans le cervelet, la densité dépend fortement de la couche cellulaire, de plus en plus importante des
couches moléculaire et granulaire, a la substance blanche et aux noyaux cérébelleux (Vela et al., 1995). Dans
I’'Hippocampe, la distribution des microglies en CA3 est soumise a un gradient dorso-ventral, avec une
densité plus faibles dans les couches oriens, radiatum et lacunosum-moleculare en ventral (Jinno et al.,
2007b). Ainsi, la densité ventrale en CA3 est plus faible que dans les régions CA1 et du Gyrus Denté. Enfin, en
dorsal comme en ventral, la densité en CA1 et CA3 est la plus haute dans la couche lacunosum-moleculare.
Les auteurs suggérent qu’une telle régulation de la densité pourrait étre liée a une vulnérabilité régionale,
notamment avec la prédisposition aux crises épileptiques et a la perte neuronale en CA3 (Jinno et al.,
2007b), mais une forte densité microgliale pourrait également exposer le tissu a de plus forts risques
d’inflammation comme il a été montré dans la substantia nigra suite a I'application de LPS (Yang et al.,

2012).

Excepté en conditions pathologiques, la densité microgliale reste stable chez I'adulte (Vela et al., 1995;
Aredo et al., 2015). Ainsi, bien que Lawson et al. n’aient pas montré de relation évidente entre la densité
microgliale et les événements développementaux (mort neuronale et activité phagocytique microgliale), la
distribution chez I'adulte selon la région résulte vraisemblablement d’'une mise en place au cours du

développement du systeme nerveux central.

1. La microglie au cours du développement

a. L’origine extraembryonnaire des microglies

Lorsqu’Achucarro décrit pour la premiére fois les cellules adipeuses granulaires, il pense observer une
forme intermédiaire entre ces cellules et les astrocytes, ce qui le pousse a les rattacher aux neuroglies et a
leur attribuer une origine ectodermique, comme les neurones et les astrocytes (Achucarro, 1913). Plus tard,
il fait état de cellules adipeuses granulaires migrant dans le parenchyme cérébral a partir des vaisseaux
sanguins, mais aucune méthode ne permet alors de les discriminer des monocytes circulants (Tremblay et

éme -
e

al., 2015). Cependant, lorsque Cajal introduit la méme année son concept de « 3 [ément » il décrit des
cellules péri-vasculaires et suggere une origine plutét mésodermique, similaire aux monocytes circulants

(Cajal, 1913). Rio-Hortega confirme cette théorie et parle de la microglie comme d’une « mésoglie » (Rio-
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Hortega, 1919). Il faudra attendre le début du XXléme siécle et I'arrivée de nouvelles stratégies de
cartographie de destinée cellulaire (« fate mapping ») pour établir I'origine unique des cellules microgliales

dérivant du sac embryonnaire (Ginhoux et al., 2010 ; Schulz et al., 2012 ; Kierdorf et al., 2013).

En effet, bien que 'hématopoiese permettant la génération des macrophages chez I’adulte se déroule
au cceur de la moelle osseuse, il a été démontré que les microglies ne sont qu’occasionnellement
renouvelées a partir de cette source et qu’il s’agit d’une population résidente auto-renouvelée au cours de la
vie a partir d’'une réserve de cellules établie au cours du développement (Ginhoux et al., 2010). Bien que
durant cette période, I'hématopoiéese ait lieu au niveau du sac embryonnaire, puis au niveau du foie foetal,
différentes études ont permis de montrer que la microglie est spécifiquement issue au cours du
développement de progéniteurs du sac embryonnaire et dépend de facteurs de transcription distincts des
autres populations de macrophages tels que PU.1 et Irf8 (Ginhoux et al., 2010; Schulz et al., 2012; Kierdorf et
al., 2013). Malgré tout, il est important de noter que chez I'adulte, une possible origine mixte des microglies
n’est pas a écarter. En effet, seulement 30% des cellules microgliales adultes sont marqués dans I'étude de
Ginhoux de 2010 et qu’une autre étude réalisée chez le zebrafish suggére une contribution significative de

cellules non issues du sac embryonnaire dans le pool de microglies adultes (Xu et al., 2015).

L’hématopoiese du sac embryonnaire débute dés 7.5 jours embryonnaires (E7.5) chez la souris avec
I’apparition des premiers progéniteurs erythromyéloides c-kit". Un jour plus tard, ces cellules maturent
progressivement pour former une nouvelle population de progéniteurs A1 CD45" c-kit'® CX5CR,° F4/80° puis
A2 CD45" c-kit” CXsCR," F4/80". Les premiers macrophages primitifs sont observables a E9 au niveau des ilots
vasculo-sanguins primitifs puis se propagent par le systéme sanguin jusque dans le systéme nerveux central,

alors encore au stade de primordium et dépourvu de barriere hémato-encéphalique.

b. La colonisation du systéme nerveux central par les cellules microgliales

Chez la souris, aprés avoir infiltré le systéme nerveux central par le systeme sanguin, les méninges et les
ventricules des E9.5, la microglie va alors coloniser le cerveau par prolifération et migration jusqu’a sa
destination finale, augmentant ainsi progressivement sa densité globale, avec une augmentation importante
au cours des deux premiéres semaines postnatales (Milligan et al., 1991; Navascués et al., 2000).

La colonisation microgliale suit alors un motif spatio-temporel défini selon la région concernée qui semble

dépendre du développement neuronal de celle-ci.

Les microglies s’accumulent entre le premier et le troisiéme jour postnatal (P1- P3) au niveau de la
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substance blanche, incluant la substance blanche sous-corticale, la capsule interne, les pédoncules cérébraux
et la substance blanche cérébelleuse, avant de coloniser la matiére grise en suivant les projections axonales,
notamment les faisceaux corticorachidiens (Ueno et al., 2013). Dans le cervelet, la densité microgliale
augmente au cours des trois premiéres semaines postanales, avec deux pics successifs a P10 et P21, quand
les phénomenes de neurogenése, mort cellulaire et synaptogenése ont lieu (Perez-Pouchoulen et al., 2015).
Dans la Substance Noire, région la plus pourvue de microglies chez I'adulte, et le striatum, la densité
microgliale augmente au cours des deux premiéres semaines postnatales alors que les axones des neurones
dopaminergiques mésodiencéphaliques établissent leurs connections synaptiques avec les neurones du
striatum (Sharaf et al., 2012). Il en est de méme au niveau du cortex somato-sensoriel associé aux vibrisses,
ou la colonisation des microglies suit un motif particulier par rapport aux axones thalamo-corticaux formant
des clusters en forme de tonneau. En effet, au cours du développement de ces structures, les microglies
commencent par encercler les clusters d’axones a P5 puis les infiltrent a partir de P6, a la méme période ou
les synapses se forment (Hoshiko et al., 2012). Le nombre de microglies a I'intérieur de ces clusters
augmentent entre P6 et P9 jusqu’a finalement atteindre une distribution homogene chez I'adulte (Hoshiko
et al., 2012; Arnoux et al., 2013). Hoshiko et ses collegues ont également démontré que l'infiltration des
microglies a un moment précis dans les clusters d’axones dépendait d’'une voie de communication
particuliére entre les neurones et la microglie : la voie Fractalkine, via le récepteur CX3CR1 de la microglie

(Hoshiko et al., 2012).

Dans I'hippocampe, la colonisation microgliale apparait également en relation avec le développement
neuronal. Les premieres microglies améboides sont observables dés E14 au niveau de ce qui est encore le
primordium de I'Hippocampe (Dalmau et al., 1997). Elles sont le plus souvent au contact de la membrane
piale, des vaisseaux sanguins et de la région périventriculaire. Elles envahissent ensuite a E17 les régions
neuropiles (fibreuses) et les régions en différenciation. Une forme vacuolaire phagocytique est également
présente dans le fornix en développement caractérisé par une forte apoptose neuronale. Les premiéres
formes ramifiées primitives apparaissent a E19, notamment au niveau de la fissure hippocampique
hautement vascularisée, et commencent a s’étendre vers le stratum radiatum de CA1. Le Gyrus Denté qui se
développe plus tard reste peu pourvu de microglies avant la naissance.

A la naissance, les microglies encore améboides ou peu ramifiées sont observées dans presque toutes
les sous-régions de I'Hippocampe (exceptée la couche pyramidale) mais sont bien moins nombreuses au
niveau du Gyrus Denté qui se développe plus tardivement que le reste de la structure (Dalmau et al., 1998).
De PO a P6, la densité microgliale, qui est la plus importante au niveau de la fissure hippocampique et dans le

éme

stratum lacunosum moleculare de CA1 et CA3 ne varie que trés peu. C'est a partir de la 2" semaine

postnatale qu’elle va significativement augmenter. Les microglies se dispersent alors dans toutes les sous-
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régions, perdent leur proximité avec le systéme vasculaire et se ramifient de plus en plus. L'organisation
spatiale des microglies et leur maturation semblent suivre les mémes gradients de développement que
I’'Hippocampe : d’une part le gradient temporo-septal, d’autre part le développement de la corne d’Ammon
avant celui du Gyrus Denté. L'organisation et la maturation microgliales semblent également étre souvent
liées au développement des fibres afférentes. L'augmentation de la densité et la maturation des microglies
dans le lacunosum moleculare a partir de P9 correspond notamment a la mise en place des fibres
perforantes et a la synaptogenese. De méme en CA3, les microglies colonisent le stratum lucidum lorsque les
terminaisons des fibres moussues issues du Gyrus Denté viennent former leurs connections. Finalement,
dans I’ensemble de I'Hippocampe la morphologie des microglies devient mature a partir de P15 et la

distribution a P18 semble similaire a celle trouvée chez 'adulte.

Les observations faites par Dalmau et al., bien que purement qualitatives, peignent une image précise
de la colonisation microgliale de I'Hippocampe au cours du développement postnatal, et soulignent une
relation entre la microglie et les neurones. Plus récemment, 'augmentation de la densité microgliale au
cours de la deuxieme semaine postnatale a été confirmée par une analyse cette fois quantitative dans le
stratum radiatum de CA1 de P1 a P28 (Paolicelli et al., 2011). Aprés la fin de la seconde semaine postnatale,
la densité microgliale de I'Hippocampe diminue jusqu’a atteindre un niveau similaire a celui observé chez
I’adulte (Paolicelli et al., 2011; Delpech et al., 2016). Comme au niveau des clusters d’axones du cortex
somato-sensoriel associé aux vibrisses, la colonisation microgliale de I'Hippocampe dépend de la voie de
communication Fractalkine entre les neurones et la microglie (Paolicelli et al., 2011; Hoshiko et al., 2012).

Ceci suggere le role de la signalisation neuronale dans la colonisation microgliale.

Afin de pousser plus loin I'étude des mécanisme mis en jeu au cours de cette colonisation, tout en se
libérant des limites imposées par les modeles mammiferes, de nombreuses recherches sont réalisées sur le
zebrafish, ou poisson zébre. Chez ce poisson, les microglies sont également issues de précurseurs
extraembryonnaires produits au niveau des ilots sanguins rostraux, équivalents du sac embryonnaire
(Herbomel et al., 1999, 2001) et ce modele a pour avantage de permettre facilement des manipulations
génétiques ainsi que I'imagerie in vivo et en temps réelle des microglies. Récemment, une étude a observé
gue I'entrée des précurseurs microgliaux dans le tectum optique du mésencéphale est temporellement et
spatialement corrélée avec I'apoptose neuronale dans cette région (Xu et al., 2016). De plus, les auteurs ont
démontré que l'inhibition de I'apoptose par manipulation génétique bloque temporairement cette
colonisation et que celle-ci dépend de la sécrétion d’un phospholipide par les cellules apoptotiques, le
lysophosphatidylcholine (LPC). Une seconde étude montre également que I'apoptose neuronale contribue a

la mise en place de la population microgliale en promouvant I'invasion et la prolifération locale par la mise
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en jeu de la voie de signalisation purinergique (Casano et al., 2016).

Chez les mammiféres, les données sont quelque peu différentes. En effet, chez la souris et chez
I'Homme, la colonisation des cellules microgliales semble orchestrée par une population les progéniteurs
neuronaux, notamment au niveau de la zone sous-ventriculaire via la libération de chimiokine Cxcl12, alors
gue la mort cellulaire semble plutét induire leur prolifération (Arno et al., 2014). De méme, une étude
récente menée chez la souris suggére que la migration microgliale est indépendante de I'apoptose
neuronale (Eyo et al., 2016). Ces résultats remettent en question la conservation des mécanismes

orchestrant la migration microgliale entre les espéces, notamment entre les invertébrés et les mammiféres.

A mesure qu’elle atteint sa destination finale, la microglie acquiére, comme I’avait déja décrit del Rio-
Hortega une morphologie de plus en plus complexe, passant de la forme améboide des précurseurs a la
forme tres ramifiée de la microglie mature (Rio-Hortega, 1919; Wu et al., 1992; Dalmau et al., 1997, 1998;
Schwarz et al., 2012; Arnoux et al., 2013; Perez-Pouchoulen et al., 2015). Tout comme la migration, la
maturation de la microglie dans le systeme nerveux central en formation varie selon la région cérébrale et
semblent associée au développement neuronal. La microglie évoluerait donc en fonction des signaux qu’elle
percoit dans son environnement. La morphologie des microglies immatures, processus peu développés, plus
épais, avec un corps cellulaire plus large, est similaire a celle observée en conditions pathologiques,
suggérant qu’elle pourrait remplir des fonctions similaires au cours du développement. De plus, la microglie
immature présente des propriétés électrophysiologiques proches d’un état d’activation, comme dans
I’'Hippocampe en développement ou des courants potassiques sortants et entrants caractéristiques de la
microglie activée ont été observés (Pagani et al., 2015). La proportion de ces microglies est réduite chez la
souris dépourvue du récepteur microglial CX3CR1. Des courants potassiques a rectification retardée sont
également observés au niveau du cortex somato-sensoriel au cours du développement (Arnoux et al., 2013).
La proportion de microglies exprimant ces courants potassiques augmente transitoirement aprés 5 jours
postnataux, lorsque les microglies colonisent les structures en tonneaux du cortex ou se forment les
synapses (Hoshiko et al., 2012). De plus, ces courants a rectification retardée sont déterminés par
I’expression de la sous-unité Kv1.3 des canaux potassiques dépendants du voltage, typique également de
I’état d’activation de la microglie.

Différentes études ont montré que la maturation microgliale s’accompagne en effet de changements
importants de I'expression génique. Ainsi, alors que les microglies primitives sont associées avec I'expression
de genes impliqués dans le cycle et la différenciation cellulaire, comme Mcm5 and Dab2, les génes
impliqués dans le développement neuronal, comme Csfl ou Cxcr2, sont majoritairement exprimés quelques
jours avant la naissance et diminuent chez I’adulte (Matcovitch-Natan et al., 2016). Une étude menée ex vivo

a partir d’Hippocampe de souris a montré que plus tard dans le développement (entre 14 et 28 jours
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postnataux) la maturation s’accompagne de I'augmentation des genes impliqués dans I'inflammation, la
migration cellulaire et la présentation d’antigene (Delpech et al., 2016). De plus, la maturation génétique et
morphologique peut étre perturbée et la densité microgliale a 14 jours postnataux augmentée par un

protocole de stress.

De nombreuses données suggérent qu’une altération de la fonction microgliale au cours de cette
période développementale, notamment par une stimulation du systéme immunitaire, a un impact a long
terme sur les fonctions cérébrales. Par exemple, I'infection de rats nouveaux-nés avec Escherichia Coli, suivi
chez le sujet une fois adulte d’une atteinte immunitaire avec du LPS provoque une augmentation de la
réactivité microgliale ainsi qu’une altération de la mémaoire (Bilbo et al., 2005). Dans ce contexte,
I’expression de BDNF est diminuée alors que celle d’IL-1B est fortement augmentée, et I'inhibition de la
caspase-1 qui empéche la synthése d’IL-1B atténue les effets sur la mémoire (Bilbo et al., 2005, 2008). De la
méme facon, une atteinte immunitaire pendant la gestation de la souris ou d’un primate non-humain induit
I’apparition de symptomes liés a 'autisme, comme des changements de vocalisations, des interactions
sociales perturbées ou des comportements répétitifs augmentés (Bauman et al., 2014; Machado et al., 2015;
Malkova et al., 2012). L’activation des cellules microgliales par injection de LPS dans I'Hippocampe de rats
agés de 7 jours cause des perturbations comportementales chez les rats adultes caractéristiques de la
schizophrénie (Zhu et al., 2014). De méme, une atteinte immunitaire prénatale, suivie d’un stress autour de
la puberté, induit chez la souris adulte des anormalités comportementales comme une synchronisation
sensorimotrice diminuée (évaluée par le test d’inhibition par pré pulsation (PPI) ou I'hypersensibilité aux
psychotropes (Giovanoli et al., 2013). De plus, la manipulation de la fonction microgliale par la minocycline
empécherait la masculinisation du cerveaux et les comportements sexuels associés (Lenz et al., 2013).

L’ensemble de ces études montrent que la perturbation de la microglie au cours du développement,
peut entrainer a long terme des comportements anormaux voire caractéristiques de maladies
neuropsychiatriques. Ainsi, en plus de se développer elle-méme en fonction de son environnement, la
microglie est capable de lui répondre et de jouer a son tour un role dans la mise en place correcte des

réseaux neuronaux.

c. Les fonctions de la microglie au cours du développement
La colonisation du systéme nerveux central par les microglies a lieu avant la différenciation des autres types
cellulaires (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009), ce qui place la microglie au bon endroit et au bon moment
pour jouer un rble dans leur développement. En plus d’étre impliquée dans la mise en place du systeme

vasculaire cérébral (Arnold and Betsholtz, 2013), il est aujourd’hui admis que la microglie joue un role
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important dans la mise en place des cellules qui I'entourent, notamment dans celle des neurones qu’elle va

influer a différentes étapes de leur développement.

Phagocytose et apoptose

La mort cellulaire programmée (MCP) constitue une véritable étape du développement cérébral et
permet I'affinage des neurones qui seront conservés et qui formeront les circuits neuronaux fonctionnels (de
la Rosa & de Pablo, 2000). La microglie est connue depuis longtemps pour réaliser la phagocytose des
neurones apoptotiques associés a la MCP (Ferrer et al., 1990; Marin-Teva et al., 1999). Aujourd’hui, de
nombreux éléments attestent d’un role plus actif dans l'initiation de cette mort cellulaire. D’abord in vitro, la
mort cellulaire programmée est réduite lorsque la microglie est absente (Frade and Barde, 1998; Marin-Teva
et al., 2004; Sedel et al., 2004). A I'inverse, elle augmente avec |'ajout de microglies et dépend de différents
facteurs comme le facteur de croissance des nerfs (NGF, Nerve Growth Factor) microglial au niveau de la
rétine de poussin, les ions superoxides au niveau des cellules de Purkinje du cervelet ou encore le facteur de
nécrose tumorale TNFa (Tumor Necrosis Factor) impliqué dans I'apoptose des motoneurones de la moelle
épiniere.

In vivo, la régulation microgliale de la mort cellulaire programmeée a été montrée chez I’adulte au niveau
de sites de neurogeneése (Sierra et al., 2010). Au cours du développement, la microglie phagocyte les
progéniteurs neuronaux en excés (NPCs) dans le cortex cérébral de macaque et de rat (Cunningham et al.,
2013). Lorsqu’elle est pharmacologiquement inactivée avec un traitement antibiotique (minocycline ou
doxycycline) ou déplétée par I'utilisation du clodronate, le nombre de précurseurs neuronaux augmente. De
plus, le traitement in utero d’embryons de rat avec du LPS, pour augmenter I'état inflammatoire des
microglies, induit la diminution du nombre de précurseurs dans le cortex. Dans I'Hippocampe en
développement (période périnatale), les neurones en apoptose sont contactés par les microglies exprimant
I'intégrine CD11b et I'immunorécepteur DAP12 (Wakselman et al., 2008). Ces voies de signalisation
immunitaires controlent la production d’ions superoxides par la microglie induisant ainsi I'apoptose
neuronale. L'ensemble de ces données chez les vertébrés démontre que la microglie, en plus de phagocyter
les débris cellulaires produits au cours du développement, induit activement le phénomene de mort
cellulaire programmeée des neurones.

D’autre voies de signalisation impliquées dans la machinerie phagocytique de la microglie ont été mises en
évidence chez un modele d’invertébré, notamment les récepteurs a la phosphatidylsérine Ball et Tim-4.
Cependant, la microglie ne semble pas jouer de réle actif dans I'induction de la mort cellulaire chez ce
modele invertébré et remet donc en question la conservation du mécanisme a travers les especes (Mazaheri

et al., 2014).
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Neurogenése et survie neuronale

Les différents facteurs libérés par la microglie sont également critiques pour la survie, la prolifération et
la maturation des précurseurs neuronaux dans le cerveau en développement. Par exemple, I'addition de
milieu de culture de microglie sur des cultures de neurones augmente la prolifération des précurseurs et
améliore la survie et la maturation neuronale (Nagata et al., 1993; Chamak et al., 1994). De méme, la
prolifération de précurseurs isolés a partir d’embryon de souris est diminuée en I'absence de microglies
(pu.1 ko). Cette diminution est atténuée par I'ajout de nouvelles microglies (Antony et al., 2011). Ces
données suggerent I'action positive de la microglie sur la neurogeneése in vitro. Paradoxalement, une autre
étude a montré que des précurseurs isolés a partir de cerveaux de rats agés de 3 mois et cultivés avec
différentes concentrations de microglies, présentent une corrélation inverse entre la survie et le nombre de
microglies (Gebara et al., 2013).

Ces différences pourraient traduire une spécialisation régionale, une hétérogénéité de la population
microgliale ou une limitation expérimentale dues aux conditions de culture.

In vivo, I'absence des microglies augmente le nombre de neurones apoptotiques présents dans la couche V
du cortex en développement (Ueno et al., 2013). L'inactivation pharmacologique des microglies ou
I’altération de leur fonctionnement (par knock-out du récepteur CX3CR1) produit le méme effet. Le taux de
phagocytose étant maintenu dans ces conditions, I'augmentation de I'apoptose peut étre attribuée a une
diminution de la survie neuronale, corrélée a la diminution du facteur IGF-1 (insulin-like growth factor-1).
Dans une autre étude, la méme inactivation pharmacologique par la minocycline chez des ratons induit une
diminution du nombre de progéniteurs en prolifération au niveau de la zone sous-ventriculaire de
I’'Hippocampe (Shigemoto-Mogami et al., 2014). Des essais complémentaires in vitro suggérent I'implication
de cytokines microgliales (IL-1b, interferon gamma, IL-6) dans I'induction de la neurogenése.

L’ensemble de ces données montre que la microglie est impliquée d’une part dans la mort cellulaire
d’autre part, dans le support trophique des neurones. Cette dichotomie pourrait étre liée a une
différenciation régionale, la microglie jouant un rdle différent selon les informations qu’elle recoit, ou encore
a I'existence de différentes populations de microglies, remplissant différentes fonctions au cours du

développement.

Développement axonal

Les microglies peuvent favoriser la croissance et la mise en place des axones neuronaux. En effet, leur
absence, ainsi que leur activation ou l'altération de leur fonctionnement (KO DAP12) induit la réduction de la
fasciculation des axones au niveau du corps calleux d’embryons de souris, ¢’est-a-dire de leur groupement
en faisceaux de plusieurs axones, ainsi qu’une diminution de I'expression des genes liés a la neuritogenése

(Pont-Lezica et al., 2014).

55



Cependant, les microglies semblent encore un fois présenter une dualité dans le réle qu’elle joue sur le
développement axonal. En effet, des travaux initiaux avaient déja montré des débris d’axones ingérés par les
microglies au niveau du corps calleux de chaton (Berbel and Innocenti, 1988). Au niveau du striatum
d’embryon de souris, la microglie é été montrée contenant des débris d’axones dopaminergiques. Cette
ingestion est empéchée lorsque les microglies sont absentes (par délétion pharmacologique ou génétique)
ou lorsque leur communication avec les neurones est altérée (CX3CR1 KO). La croissance de ces axones
dopaminergiques est par conséquent augmentée et méne a une erreur de localisation plus tard dans le
développement(Squarzoni et al., 2014). Ces études montrent que, trés tot dans le développement, la
microglie joue un role de régulateur de la croissance des prolongements axonaux, parfois en la favoriser,

parfois en I’'empéchant, et participent donc au modelage des réseaux.

Synaptogenése et remodelage synaptique

Ce modelage se joue également a un niveau plus fin de la mise en place des réseaux : au niveau des
connections synaptiques. Au cours du développement, les synapses traversent une phase de sélection, ou
les moins actives sont supprimées, alors que les plus actives sont maintenues et renforcées (Katz and Shatz,
1996; Hua and Smith, 2004). Parce qu'elles expriment un grand nombre de neurotransmetteurs (Pocock and
Kettenmann, 2007), les microglies sont, comme le démontrent les études de la dynamique des processus,
des senseurs dynamiques de l'activité neuronale (Davalos et al., 2005; Dissing-Olesen et al., 2014; Li et al.,
2012; Nimmerjahn et al., 2005; Tremblay et al., 2010). Ainsi, la microglie est capable de modifier la
fréquence et la durée des contacts qu’elle établit entre ses processus et les structures synaptiques en
fonction de changement d'activité ainsi que la phagocytose qui en découle (Tremblay et al., 2010; Wake et
al., 2009).

Le systéme rétinogéniculé constitue un modele classique dans I'étude du remodelage synaptique
développemental dépendant de |'activité et a permis de mettre en évidence le réle qu’y joue la microglie. Au
cours de ce remodelage, la microglie élimine les éléments présynaptiques immatures les moins actifs par
phagocytose et de facon dépendante de la voie de signalisation du complément C3 et de son récepteur CR3
(Schafer et al., 2012). De plus, le blocage pharmacologique ou génétique de cette phagocytose médiée par le
complément induit 'augmentation du nombre de synapses ainsi qu’une connectivité inappropriée a long
terme (Stevens et al., 2007; Schafer et al., 2012; Bialas and Stevens, 2013). Ces études suggeérent un modeéle
selon lequel les protéines du complément (C1lqg, C3) marquent les synapses les moins actives pour signaler
aux microglies via le récepteur au complément 3 (CR3) d'initier la phagocytose des éléments marqués. Ce
modele est supporté par des données in vivo qui montrent la localisation des protéines C1q et C3 au niveau
des compartiments synaptiques (Stevens et al., 2007) et in vitro qui montrent que la microglie phagocyte des

neurites marqués par Clq d’'une maniére dépendant de CR3 (Linnartz et al., 2012). La régulation de
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I'expression des protéines du complément a la synapse par |'activité neuronale n’est cependant pas encore

démontrée.

Ce phénomene de sélection et de remodelage synaptique a également été mis en évidence au niveau
de I'Hippocampe de souris ou la microglie a été montrée phagocytant des éléments post-synaptiques
(Paolicelli et al., 2011). Lorsque la fonction microgliale est altérée par la délétion du récepteur CX3CR1, la
phagocytose est diminuée, le nombre de synapses a la fin de la deuxieme semaine postnatale est augmenté
et associé a I'enregistrement d’une activité synaptique plus immature. Le nombre réduit de microglies dans
ce modele suggere qu’elle n’est pas présente au bon endroit et au bon moment pour phagocyter les
éléments synaptiques immatures et ainsi participer correctement au remodelage du réseau. Récemment, il a
été montré que le pruning microglial des synapses dépendrait du processus d’autophagie de la microglie
(Kim et al., 2016). Ainsi, la délétion du gene atg7, nécessaire a I'autophagie, induit a la fin de la deuxieme
semaine postnatale 'augmentation du nombre d’épines dendritiques et de synapses. Adultes, les souris
présentent un déficit de connectivité des régions cérébrales ainsi que des symptémes de type autistique
similaires a ceux observés suite a la délétion du récepteur CX3CR1 (Kim et al., 2016; Zhan et al., 2014).

Une étude tres récente a montré qu’en plus d’éliminer les synapses surnumeéraires au cours du
développement, la microglie pourrait initier la formation de nouvelles synapses (Miyamoto et al., 2016). Les
auteurs ont démontré par I'imagerie multiphotonique in vivo des neurones du cortex somatosensoriel en
développement, que le contact direct entre processus microglial et dendrites induit la formation de
nouveaux filopodes. Cette formation est précédée par une réponse calcique localisée au niveau du contact
microglie-dendrite et par 'accumulation d’actine. L'inactivation de la microglie par la minocycline réduit la
formation de ces filopodes. L’ablation totale des microglies diminue la densité des épines, le nombre de
synapses excitatrices fonctionnelles ainsi que la connectivité des neurones corticaux. Ces dernieres données
confirment le réle de la microglie dans la mise en place des connections synaptiques et proposent un

nouveau mécanisme d’action.

Maturation synaptique

Au cours du développement, les synapses se mettent en place physiquement puis fonctionnellement
avec le recrutement de récepteurs aux neurotransmetteurs. La composition de ces récepteurs évolue et
confere a la synapse des propriétés électrophysiologiques de plus en plus matures et semblables a I'activité
chez I'adulte. Des travaux initiaux sur tranches aigue d'Hippocampe de souris ont montré que I'altération
fonctionnelle de la microglie, par la mutation de DAP12, une protéine transmembranaire microgliale connue
pour interagir avec d’autre récepteurs, induisait un défaut de maturation des synapses (Roumier et al.,

2004). En effet, les neurones enregistrés présentent des propriétés électrophysiologiques et
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pharmacologiques caractéristiques de synapses glutamatergiques immatures. Parmi ces marqueurs
d’'immaturité, les auteurs ont observé la faible teneur des récepteurs AMPA a la synapse en sous-unité
GluA2 ainsi que la sensibilité élevée a I'antagoniste ifenprodil traduisant la composition immature des
récepteurs glutamatergiques NMDA et donc le switch retardé des sous-unité GIuUN2B vers GIuN2A de ces
récepteurs. L'altération fonctionnelle de la microglie par délétion du récepteur CX3CR1 induit des défauts de
maturation similaires au niveau des synapses thalamocorticales du cortex somatosensoriel : diminution du
ratio des récepteurs AMPA par rapport aux récepteurs NMDA et présence persistante de la sous-unité
GIluN2B des récepteurs NMDA (Hoshiko et al., 2012). D’autres indices pointant vers un défaut de la
maturation synaptique ont été observés suite a la délétion du récepteur CX3CR1, au niveau de I'Hippocampe
(en CA1), comme la diminution de I'effet de la tétrodotoxine sur I'amplitude des événements
postsynaptiques, censé refléter I'augmentation de la connectivité et de la redondance des afférences, ou
encore 'augmentation de la dépression synaptique a long terme, une forme de plasticité immature.

La premiere hypothese pouvant expliquer ces retards de maturation repose sur un défaut du
phénomeéne de « pruning » des synapses immatures (Paolicelli et al., 2011). Fonctionnellement altérée, la
microglie ne serait plus capable de contribuer a la sélection des synapses présentant une signature
électrophysiologique mature. La seconde hypothese serait une altération de la libération des molécules de
signalisation microgliales impliquées dans la modulation de I'expression et de la fonction des récepteurs
glutamatergiques comme l'interleukine-1pB, le facteur de nécrose tumorale TNF-a ou le facteur BDNF

(Beattie et al., 2002; Chao, 2003; Zhang et al., 2010).

Ainsi la microglie semble contribuer a la maturation synaptique, que cela soit en favorisant la création
de nouvelles synapses, au contraire en supprimant les synapses immatures, ou encore en agissant
directement sur I’expression des récepteurs neuronaux. L’action précise de la microglie reste encore a
confirmer d’une part, et a préciser d’autre part. De plus, I'apparente contradiction de ces observations
pourrait refléter I'existence de différentes populations microgliales, différemment impliquées dans le
développement neuronal et synaptique selon les conditions et les régions cérébrales, ou la coexistence de

ces fonctions complémentaires.

Développement des neurones GABAergiques

Toutes ces données démontrent le role important de la microglie au cours du développement des
réseaux neuronaux et plus particulierement dans celui des connections glutamatergiques. Cependant, deux
article parus en 2014 suggérent qu’elle pourrait également étre impliquée dans celui des connections
GABAergiques. Ces connections sont les premiéres a se mettre en place au cours du développement,

notamment dans I'Hippocampe comme nous |'avons vu dans le premier chapitre. L’ acide y-aminobutyrique,
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GABA, constitue ainsi le principal neurotransmetteur au cours de cette période. Dans I’hypothése ou la
microglie participerait a la mise en place et la maturation de ces connections, comme elle le fait pour les
synapses glutamatergiques, une altération de la fonction microgliale au cours du développement aurait un
impact majeur sur le signal GABAergique et sur la connectivité des réseaux.

Zhan et al ont observé suite a I'altération de la fonction microgliale par délétion du récepteur CX3CR1
que la fréquence des événements synaptiques GABAergiques (mIPSCs) dans I'Hippocampe était diminuée a
la fin de la seconde semaine postnatale et non augmentée comme celles des évenements Glutamatergiques.
Cette différence démontre que les synapses excitatrices et inhibitrices sont différemment affectées par la
délétion de CX3CR1 et par la microglie. Les synapses inhibitrices ne semblent donc pas soumises au
phénomeéne de pruning par les microglies, ce qui pourrait s’expliquer par la morphologie tres différente de
ces synapses comparées au synapses excitatrices. En effet, les synapses GABAergiques n’étant pas situées au
niveau d’épines dendritiques, la microglie pourrait étre incapable de sectionner et ingérer ces synapses sans
atteinte a I'intégrité du neurone. La microglie pourrait influer le développement du signal GABAergique, non
pas par le remodelage synaptique, mais par I'apoptose, la neurogenese ou la maturation axonale et
synaptique.

Cette hypothése est soutenue par I'’étude de Squarzoni et al. qui montre qu’une altération microgliale a
des conséquences sur la localisation des interneurones (Squarzoni et al., 2014). En effet, lorsque les
microglies sont absentes (par délétion pharmacologique ou génétique), les interneurones exprimant Lhx6
entrent prématurément dans la couche corticale et sont moins nombreux au niveau de la couche V du cortex
gu’ils ne le sont chez les animaux contrdles. Les mémes altérations sont induites par I’activation des
microglies par injections successives de LPS. Le positionnement imprécis de ces interneurones au stade
embryonnaire persiste jusque 20 jours postnataux. Ceci implique que la microglie joue dans des conditions
physiologiques un réle dans la localisation précise des interneurones au cours du développement cérébral.
Lorsque la microglie est plus subtilement altérée par la délétion des récepteurs CX3CR1 ou DAP12, la
localisation des interneurones est également affectée. Cet effet pourrait étre en partie d0 a la mauvaise
localisation des microglies dépourvues du récepteur a la Fractalkine.

Il est intéressant de noter que ces altérations touchent particulierement une sous-population
d’interneurones, les « fast-spiking » qui expriment au stade embryonnaire le facteur de transcription Lhx6
puis plus tard la parvalbumine, mais sont négatifs aux marqueurs d’autres populations d’interneurones,
comme la reeline ou la somatostatine (Squarzoni et al., 2014). Cette exclusivité met en évidence la précision

de la microglie dans le réle qu’elle peut remplir au cours du développement des neurones.
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1. Le rdle particulier de la Fractalkine

Décrite pour la premiére fois en 1997 (Schall, 1997; Bazan et al., 1997), la Fractalkine est la seule
molécule appartenant a la sous-famille & des chimiokines. Ses quatre résidus Cystéine reliés par des ponts
dissulfures forment le domaine chimiokine. La fractalkine doit sa nouvelle nomenclature CX3CL1 aux trois
résidus qui séparent les deux premiéres cystéines.

Elle existe sous deux formes : membranaire ou soluble. La premiére est constituée du domaine chimiokine a
I’extrémité N-terminale, d’un domaine mucine et d’'un domaine transmembranaire hydrophobe en C-
terminale permettant I'ancrage dans la membrane neuronale. La seconde est une forme tronquée de la
molécule et ne comprend que le domaine chimiokine libéré dans le milieu extracellulaire aprés clivage par la
cystéine-protéase lysosomial, cathepsin S, ou par les enzymes de la famille ADAM. Une fois clivée, la

Fractalkine demeure sous forme de monomere et joue le réle de molécule de signalisation et d’attractant.

| Domaine mucine
I 1

mm CXXXC

C

A 4

i~

Molécule d’adhésion - 95 kDa (373 aa)

Molécule de signalisation - 70 kDa (76 aa)

Représentation schématique de la Fractalkine avec son domaine chimiokine correspondant a la molécule de signalisation, son

domaine mucine et son domaine transmembranaire permettant son ancrage a la membrane des neurones.

Bien que I’ARN messager de la Fractalkine soit significativement présent chez le rat au niveau du cceur,
des poumons, des reins et des glandes surrénales, sa source principale est le systéme nerveux central,
notamment au niveau du cortex, du bulbe olfactif, du thalamus, du putamen caudé et de I'Hippocampe
(Harrison et al., 1998). L'expression de la Fractalkine par les neurones est constitutive et peut étre
augmentée par différents stimulateurs comme les cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a
(Chandrasekar et al., 2003). En culture ces cytokines (TNF-a, IL-1B) peuvent également forcer I'expression de
la Fractalkine par les astrocytes (Maciejewski-Lenoir et al., 1999). Cette réponse aux signaux pro-
inflammatoires suggére une surexpression de la Fractalkine en conditions pathologiques pouvant par

conséquent activer la signalisation « OFF ».
CX3CR; est quant a lui un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a une protéine G et

exprimé de maniére ubiquitaire par les monocytes ainsi que certaines populations de cellules du systeme

immunitaire comme les « Natural Killer », NK, ou les cellules dendritiques et lymphocytes T (Imai et al., 1997,
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Harrison et al., 1998; Jung et al., 2000). Certaines études réalisées in vitro, ont observé I'expression du
récepteur par les neurones (Meucci et al., 1998; Hatori et al., 2002; Heinisch and Kirby, 2009) et par les
astrocytes (Maciejewski-Lenoir et al., 1999). Cependant, dans le systéme nerveux central sain, ce récepteur
est considéré comme spécifiquement exprimé par le macrophage résident, la microglie, et reconnait
exclusivement le domaine chimiokine de la fractalkine (Jung et al., 2000 ; Mizutani et al., 2012).

De par son couplage a I'extrémité intracellulaire C-terminale a une protéine Gi, le récepteur CX3CR1 inhibe la
production d’AMP cyclique et met en jeu différentes voies de signalisation intracellulaire menant a

I’activation de facteurs de transcriptions comme NF-KB ou CREB (Sheridan and Murphy, 2013).

Malgré son effet pro-migratoire en culture (Maciejewski-Lenoir et al., 1999), la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1 est souvent considérée comme une voie de signalisation « OFF » de la microglie. Ainsi, in
vitro la Fractalkine prévient I'apoptose des microglies et améliore la survie neuronale (Boehme et al., 2000).
De méme, I'application de Fractalkine in vivo sur un modele de la maladie de Parkinson diminue la réactivité
microgliale et la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL1B), réduit la mort neuronale et
améliore les symptomes de la maladie (Morganti et al., 2012). La majorité des informations connues a ce
jour sur le role de voie de signalisation Fractalkine/CX3CR1 ont été obtenues grace au développement d’un
modele murin transgénique. Dans ce modele créé en 2000 par Jung et al., le gene du fluorochrome GFP
(Green Fluorescent Protein) remplace les 390 premiéres bases du second exon CX3;CR; codant pour
I’extrémité N-terminale du récepteur, nécessaire pour l'interaction avec la Fractalkine. Selon le but
recherché, la mutation peut étre hétérozygote, les souris CXsCR,7*"" possédant des microglies exprimant a
la fois le récepteur CX3;CR; fonctionnel et la protéine fluorescente GFP, ou homozygote, privant alors
totalement les souris CXsCR;°*"/*°"" du récepteur CXsCR;. Le déficit de la voie de signalisation chez ces souris
semble avoir un effet controversé selon les conditions pathologiques. Alors que son absence est néfaste et
neurotoxique dans certaines conditions pathologiques, telles que I'activation par le LPS ou des modeles de
Parkinson et de Sclérose Latérale Amyotrophique (Cardona et al., 2006), elle a un effet bénéfique et

neuroprotecteur dans d’autres contextes tels que la maladie d’Alzheimer (Lee et al., 2010).

Nous avons également vu dans le paragraphe précédent, I'importance de la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1 au cours du développement cérébrale. Alors que son absence perturbe d’une part la
maturation et la distribution spatio-temporelle de la microglie dans la période postnatale, et d’autre part le
développement synaptique glutamatergique, la croissance axonale dopaminergique et le positionnement
des interneurones corticaux au cours du développement (Paolicelli et al., 2011 ; Hoshiko et al., 2012 ;
Squarzoni et al., 2014 ; Pagani et al., 2015), elle est également corrélée a des altérations comportementales

chez I'adulte. Ainsi, les souris CX3CR1 KO adultes présentent des comportements classiques de I'autisme,
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tels que la réduction des interactions sociales ou I'augmentation des comportements répétitifs (Zhan et al.,
2014). Ces symptomes de type autistique sont en adéquation avec la connectivité réduite entre les régions
cérébrales étudiée en IRM chez les souris CX3CR1 KO. Ces souris présentent également des défauts de
mémoire dépendante de I'Hippocampe, mis en évidence par différents tests tels que le conditionnement par
la peur, le rotarod (un cylindre en constante rotation que lequel les souris doivent apprendre a se maintenir)
ou la piscine de Morris (Rogers et al., 2011). Les atteintes comportementales sont corrélées dans cette étude
a une réduction de la neurogenese adulte, une diminution de la plasticité synaptique et une augmentation
de I'activation microgliale. Cependant, que les altérations observées chez I'adulte soient dues a un défaut
purement développemental ou a un besoin continu de la communication Fractalkine en temps réel reste a

déterminer.
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PARTIE 2 — PROJET DE THESE
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Chapitre 1 : Objectifs

La microglie constitue la population de macrophages résidents du systéme nerveux central. En tant que
cellule immunitaire, son réle est principalement connu en conditions pathologiques ou elle assure la
phagocytose des débris cellulaires et participe au phénoméne d’inflammation. Cependant, de nombreuses
études ont a ce jour mis en évidence son role actif en condition physiologique et plus particulierement au
cours du développement. Au cours de cette période, la microglie d’origine extraembryonnaire colonise
progressivement le systeme nerveux central alors en formation et prend part a I’élimination des neurones
apoptotiques issus de la mort cellulaire programmée. Sa distribution spatiotemporelle précise est alors
influencée par sa communication privilégiée avec les neurones via la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1. En effet, I'étude de la distribution microgliale chez les souris CX3CRleGFP/6GFP,
dépourvues du récepteur CX3CR1 a la Fractalkine (Jung et al., 2000), a montré un retard de la colonisation
microgliale au niveau du cortex somato-sensoriel dans la premiere semaine postnatale a P6 (Hoshiko et al.,
2012). Il en est de méme dans le stratum radiatum de CA1 de I'Hippocampe, ou la densité microgliale est
réduite entre 8 et 28 jours postnataux (Paolicelli et al., 2011). Cette altération de la distribution microgliale
dans la période postnatale est corrélée a un défaut de développement des synapses excitatrices
glutamatergiques. Le nombre de synapses et la fréquence des événements glutamatergiques sont en effet
augmentés chez ces souris en raison d’une réduction du phénomene de pruning par lequel les microglies
participent a I'élimination des synapses inappropriées. La voie de signalisation Fractalkine/CX3CR1 est
également impliquée dans la maturation fonctionnelle des synapses glutamatergiques dont elle influence la
composition en récepteurs AMPAR et NMDAR ainsi que la transition des sous-unités GIUN2B vers GIuUN2A
des récepteurs NMDA (Hoshiko et al., 2012). En plus de ces altérations développementales observées au
niveau du cortex et de I'Hippocampe, la délétion du récepteur CX3CR1 induit chez I'adulte une connectivité
réduite entre les régions cérébrales corrélée au développement de troubles comportementaux de type
autistique (Zhan et al., 2014), ainsi qu’une atteinte de la mémoire dépendant de I'Hippocampe (Rogers et al.,
2011).

Ces troubles autistiques sont généralement associés a une réduction de la connectivité cérébrale
(Courchesne et al., 2005) et a un déséquilibre de la transmission synaptique excitatrice/inhibitrice
(Rubenstein and Merzenich, 2003). Or, a I'inverse des synapses glutamatergiques, peu d’informations sont
connues concernant le role de la microglie dans le développement des synapses GABAergiques pourtant
principales responsables de la transmission neuronale au cours de la période postnatale. La délétion du
récepteur CX3CR1 affecte cependant la localisation d’'une sous-population d’interneurones corticaux dés le
stade embryonnaire et semble diminuer la transmission GABAergique dans la région CA1 de I'Hippocampe a

la fin de la deuxiéeme semaine postnatale (Squarzoni et al., 2014 ; Zhan et al., 2014).
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Au cours de la premiére semaine de développement postnatal, I'activité de I'Hippocampe encore
immature se caractérise par une transmission synaptique excitatrice majoritairement GABAergique et une
activité de réseau spécifique : les Giant Depolarazing Potentials (GDPs ; (Ben-Ari, 2002 ; Ben-Ari et al., 1989)).
Ces GDPs correspondent a de larges évenements de dépolarisation spontanée se propageant dans les
neurones pyramidaux de CA3 en CA1. Ils sont générés dans une sous-population d’interneurones de CA3
assemblés en hub, par I'action dépolarisante du GABA (Bonifazi et al., 2009 ; Allene et al., 2012 ; Villette et
al., 2016). Les GDPs disparaissent au cours de la seconde semaine postnatale, lorsque le GABA devient
inhibiteur suite a 'augmentation du ratio des transporteurs au chlore KCC2/NKCC1 qui diminue la
concentration intracellulaire en chlore et par conséquent I'effet du GABA (Ben-Ari, 2002). Différents modeles
d’autisme présentent une altération de la fréquence a la fois des GDPs et des évenements synaptiques

GABAergiques (Pizzarelli and Cherubini, 2013 ; Hammer et al., 2015 ; Cellot et al., 2016).

L’'ensemble de ces données désigne la premiére semaine postnatale comme une période critique dans
le développement de I'Hippocampe et I'émergence de troubles comportementaux de type autistique, mais
également schizophrénique. En effet, il a par exemple été montré que I'activation des cellules microgliales
par injection de LPS dans I'Hippocampe de rats agés de 7 jours cause des perturbations comportementales

chez les rats adultes caractéristiques de la schizophrénie (Zhu et al., 2014).

Dans cette thése, nous avons voulu déterminer les conséquences de la suppression de la voie de
communication Fractalkine/CX3CR1 sur le développement postnatal de I'Hippocampe et sur I'émergence de
troubles comportementaux schizophrénes.

eGFP/EGFP ont visé a répondre aux quatre questions

Pour cela, les travaux menés chez la souris CX3CR1
spécifiques suivantes :
1) La densité microgliale est-elle réduite dans différentes régions de I'Hippocampe ?
2) L'activité synaptique, notamment GABAergique, est-elle modifiée ?
3) L’activité de réseau GDPs est-elle altérée ?

4) Les souris adultes présentent-elles des symptomes caractéristiques de la schizophrénie ?
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Chapitre 2 : Plan expérimental et résultats principaux

Afin d’explorer le réle de la microglie, et plus particulierement celui de la voie de communication
Fractalkine/CX3CR1, dans le développement des circuits neuronaux de I'Hippocampe, nous avons décidé de

1°CFP/eSFP Chez ces souris, le géne du fluorochrome GFP

travailler sur le modele de souris transgénique CX3CR
(Green Fluorescent Protein) remplace la séquence du géne CX3;CR; codant pour I'extrémité N-terminale du
récepteur, nécessaire a I'interaction avec la Fractalkine. La voie de communication est ainsi supprimée de
facon compléte et constitutive. Le récepteur CX3CR1 étant spécifiquement exprimé par les microglies dans le
systeme nerveux central, ce modéle constitue une approche expérimentale ciblée et pertinente. Le fond
génétique black 6 de ces souris transgéniques étant connu pour les difficultés de reproduction, nous avons
décidé d’importer une lignée de ces souris transférée sur un fond génétique plus simple a entretenir en

animalerie, le fond 129. Ces souris permettent la production de portées constituées d’individus en nombre

suffisant pour mener une étude développementale en réduisant le nombre de couples de souris.

Dans un premier temps, nous avons tenté de répondre aux trois premiéres questions de nos objectifs
en comparant des souris transgéniques CX3CR1 KO obtenues par croisement [N4 CX3CR1°°7"/*¢7" x N4
CX3CR1°¢F/¢5F) et des souris de type sauvage 129 obtenu par croisement [12952/SvPasCrl x
129S52/SvPasCrl]. Les résultats préliminaires obtenus sont présentés et discutés dans le chapitre 1 de la
partie résultats de cette these. Cependant, les différences observées, qui paraissaient a premiére vue
intéressantes, sont vraisemblablement attribuables a des variations entre portées et entre fonds génétiques.
En effet, les souris de type sauvage « 100 % » 129 ne constituaient pas un contréle valide pour les souris
CX3CR1%7P/eSF de fond génétique mixte a 95 % 129 et 5 % black 6. Au regard de ces observations, une
attention toute particuliére doit étre portée aux conditions exactes dans lesquelles sont menées les études
comparatives, notamment au cours du développement ou les phénomenes étudiés correspondent souvent a
des fenétres temporelles tres restreintes.

L'ensemble des procédures expérimentales réalisée jusque-la a été reconduit chez des souris
CX3CR1°CF/e5F (k0), CX3CR1"°°™ (HE) et CX3CR1"* (WT) issues des méme portées obtenues par croisement

de reproducteurs hétérozygotes [N6 CX3CR17%°" x N6 CX3CR1"°""]. Les animaux utilisés ont également été

systématiquement pesés de maniére a écarter des animaux éventuellement sous-développés.

Pour répondre aux quatre questions établies dans les objectifs, nous avons opté pour les stratégies

expérimentales décrites ci-apres :
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1) La densité microgliale est-elle réduite dans différentes régions de I’'Hippocampe ?

Pour étudier la distribution des microglies au cours du développement postnatal, et vérifier I'impact de
la délétion CX3CR1 sur leur densité selon I'age et les différentes sous-régions de I'Hippocampe, nous avons
procédé au marquage immunohistochimique spécifique des cellules microgliales par un anticorps dirigé
contre la molécule microgliale Ibal (lonized calcium-Binding Adaptator 1) sur des tranches d’Hippocampe de
souris perfusées a différents dges postnataux. De maniere a pouvoir étudier de larges régions
hippocampiques, nous avons acquis les images de ces marquages en microscopie a épifluorescence sur des
tranches entiéres de cerveaux coupés au niveau de I'Hippocampe dorsal grace a un systeme de scanner de
lames. Nous avons ensuite développé une méthode de comptage semi-automatisé des cellules, permettant
la quantification de la densité dans les différentes sous-régions de I’Hippocampe : les strata oriens,
pyramidale et radiatum de CA1 et CA3 ainsi que la fissure hippocampique.

Les résultats obtenus par cette approche quantitative montrent I'augmentation de la densité
microgliale dans I'Hippocampe au cours du développement postnatal. De plus, I'absence du récepteur

CX3CR1 réduit la densité microgliale dans la région CA3 a la fin de la premiére semaine postnatale.

2) L'activité synaptique, notamment GABAergique, est-elle modifiée ?

Afin de répondre a cette question, nous avons enregistré en patch clamp I'activité postsynaptique
GABAergique dans les neurones pyramidaux de CA3 a P8-9 alors que la densité microgliale y est réduite. Afin
d’isoler les IPSCs, nous avons bloqué les récepteurs AMPA et NMDA par I'application de NBQX et de DAPS.

Nous avons par cette approche électrophysiologique montré que la délétion de la voie de
communication Fractalkine/CX3CR1 affecte 'activité synaptique spécifiguement GABAergique a la fin de la
premiéere semaine postnatale. Nous observons en particulier une proportion plus importante d’évenements

de grande amplitude chez les neurones de souris CX3CR1 KO.

3) L'activité de réseau GDPs est-elle altérée ?

Pour répondre a cette question, nous avons utilisé la méme approche électophysiologique de patch-
clamp sur des neurones pyramidaux de la région CA3 ou I'activité de réseau GDPs est générée au cours de la
premiére semaine postnatale par une sous-population d’interneurones en hub. La fréquence des GDPs a été
évaluée dans la méme fenétre temporelle ol la densité microgliale est réduite chez les souris CX3CR1 KO.

Comme chez les souris WT, les GDPs disparaissent au cours de la deuxieme semaine postnatale chez les

souris KO. Cependant, leur fréquence est réduite a P7 comparé aux WT.

4) Les souris adultes présentent-elles des symptomes caractéristiques de la schizophrénie ?
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Pour répondre 3 cette derniére question, nous avons soumis des souris males CX3CR1°¢"/** (k0),
CX3CR1"°"" (HE) et CX3CR1"* (WT) a un test comportemental classique permettant de mettre en évidence
des symptdmes de la schizophrénie : le test de PPI (pre-pulse inhibition). Ce test repose sur le
comportement naturel du rongeur a sursauter lorsqu’il est soumis a un stimulus sonore de forte intensité.
Lorsque ce stimulus est précédé d’un stimulus de faible intensité, la réaction du rongeur diminue. Chez les
patients schizophrénes comme chez les modeles animaux de schizophrénie, cette inhibition par le pré-

stimulus est réduite.

Cependant, les résultats obtenus ne montrent aucune différence entre les génotypes.
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PARTIE 3 — RESULTATS
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Chapitre 1 : Mise en place technique et résultats préliminaires

1. Méthodes

Animaux

Toutes les expériences ont été réalisées sur des souris de 0 a 15 jours postnataux (PO a P15), males et
femelles. Toutes les procédures expérimentales ont suivi les directives du CNRS et de I'Université de
Bordeaux sur 'utilisation et le bien-étre des animaux de laboratoire. Les animaux de type sauvage sont issus
de portées black 6 C57BL6J directement obtenues auprés de Charles Rivers, ou de portées 129 reproduite en
animalerie spécialisée a partir de reproducteurs 12952/SvPasCrl obtenus auprés de Charles Rivers. Les souris
génétiquement modifiées CX3CR1eGFP/eGFP (Jung et al., 2000) ont été dérivées du fond génétique black 6
vers le fond 129 par croisements répétés (>N4) au CDTA d’Orléans ((Département de Cryopréservation,
Distribution, Typage et Archivage animal). Les souris homozygotes CX3CR1eGFP/eGFP et hétérozygotes
CX3CR1+/eGFP sont issues de portées distinctes respectivement obtenues par les croisements [N4
CX3CR1eGFP/eGFP x N4 CX3CR1eGFP/eGFP] et [N4 CX3CR1eGFP/eGFP x 12952/SvPasCrl wild type].

La mise en place des méthodes de quantification de la densité et de la morphologie microgliale dans
I’'Hippocampe au cours des deux premieres semaines de développement postnatal, a été réalisée sur des
souris black 6 a PO, P3, P6, P9, P12 et P15. L'effet spécifique de la délétion du récepteur CX3CR1 sur la
densité a été évalué en comparant des souris 129 sauvages et CX3CR1eGFP/eGFP ou CX3CR1+/eGFP, aux

mémes ages.

Immunohistochimie

Les souris de 3 a 15 jours postnataux (P3 a P15) ont été anesthésiées par overdose de Pentobarbital (50 a 75
uL/animal) puis perfusées en intracardiaque avec une solution saline (NaCl 0.9 %) suivie d’une solution de
paraformaldéhyde diluée a 4 % dans une solution saline tampon phosphate (PBS). Les souris nouveau-nés
(PO) ont été directement sacrifiées par décapitation. Les cerveaux prélevés ont ensuite été postfixés dans le
méme fixateur pendant 4 a 12h a 4°C, puis rincé avec du PBS et conservé a 4°C. Les coupes coronales d’'une
épaisseur de 50 um ont été préparées avec un vibratome VT 1000 de chez Leica. Les coupes ont été
collectées flottantes dans du PBS. Une solution d’azide de sodium, diluée a 0.03 % dans du PBS, a été utilisé
pour conserver les coupes pour plus de deux semaines). Afin d’éviter la variabilité entre I'Hippocampe dorsal
et ventral, seules les coupes dorsales ont été utilisées pour I'immunohistochimie. Les coupes ont été
incubées dans une solution de saturation (4% BSA et 1% Triton dilués dans du PBS) pendant 2h a
température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées 36 heures a 4°C avec I'anticorps primaire dirigé

contre le marqueur microglial Ibal (1:1000 ; Ac polyclonale de lapin ; Wako) dilué dans une solution de PBS
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2% de BSA et 0.2% de Triton, puis rincées trois fois 5 minutes dans du PBS avant d’étre incubées 2h a
température ambiante avec I'anticorps secondaire Alexa 568 (IgG anti lapin ; 1:500 ; Invitrogen) puis a
nouveau rincées. Enfin, les coupes ont été montées avec du milieu de montage Vectashield H1200 avec DAPI

(Vector lab).

Imagerie

Les images de fluorescences pour la quantification de la densité ont été acquises sur un systéme de scanner
de lame, le Nanozoomer (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) équipé d’un objectif 20x (ouverture
numérique 0.75) et d’une lentille supplémentaire de 1.75x. Ce systéme permet I'acquisition automatique
d’images de la surface totale de I’échantillon et offre donc une vision globale d’une section coronale de
cerveau avec une résolution de 500 nm.

Les images utilisées pour la reconstruction morphologique des microglies ont été acquises sur un microscope
confocal Leica DMI6000 TCS SP8 X équipé d’un objectif a huile 63x (NA 1.4), d’une diode laser 405 nm, d’un

laser blanc 470-670nm et de détecteurs PMT (tubes photo-multiplicateurs).

Analyse quantitative de la densité microgliale

Les images de coupes entiéres acquises sur le Nanozoomer ont été recadrées de fagon a isoler
I’'Hippocampe, converties en format TIFF sur le logiciel NDP.view2 Viewing (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japon), puis importées sur Imagel pour I'analyse. La densité microgliale a été mesurée dans
différentes régions de I'Hippocampe : le stratum oriens, la couche pyramidale et le stratum
radiatum/moleculare de CA1 et CA3 ainsi qu’au niveau de la fissure de I'Hippocampe. Chaque région a été
définie a partir du marquage des noyaux cellulaires par le DAPI. Les cellules positives au marqueur Ibal ou
exprimant constitutivement I’eGFP ont été comptées manuellement a I'aide d’un plugin sur Imagel a PO, P3,

P6, P9, P12 et P15 dans chaque région de quatre coupes d’Hippocampes par animal.

Analyse quantitative de la morphologie microgliale
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Les images obtenues en microscopie confocale ont été importées dans le logiciel d’analyse 3D Imaris pour
procéder a la reconstruction morphologique a partir du marquage Ibal. Des filtres gamma, puis médians, ont
été successivement appliqués sur chaque image (a) avant la création d’un objet « surface » correspondant
au corps cellulaire de la cellule (b, en bleu), d’un objet « surface » pour la cellule entiére (b, vert et bleu) ainsi

gu’un objet « filament » créé par la reconstruction semi-automatique des processus (c).

La reconstruction de ces objets a permis la mesure du volume des cellules entiéres, des corps cellulaires ou
processus, |'évaluation de la sphéricité du corps cellulaire, le nombre de processus, leur longueur, leur

profondeur (nombre d’embranchement maximum) et le nombre de point terminaux.

Préparation des coupes pour enregistrement électrophysiologique

Les coupes sagittales d’"Hippocampe ont été préparées a partir de souris entre 0 et 10 jours postnataux. Les
animaux ont été anesthésiés avec de I'isoflurane 5% pendant 60 a 90 secondes, puis sacrifiés. Les cerveaux
ont été prélevés et disséqués en tranches de 350 um d’épaisseur sur un vibratom (Leica VT 1000S). Les
tranches ont été conservées pendant toute la procédure dans une solution d’ACSF contenant en mM : 124
NaCl, 3 KCI, 26 NaHCO3, 1.25 NaH,P0O,, 10 D-Glucose, 2 CaCl, and 1 MgCl, (295-305 mOsm). La solution était
glacée et bullée en continu avec du carbogéne (95% O,, 5% CO,) pour maintenir un pH neutre. Les coupes
ont ensuite été incubées dans une solution d’ACSF a 34 °C pendant 45 a 60 min puis maintenues a
température ambiante. Pour I'enregistrement électrophysiologique, les coupes sont transférées dans une

chambre d’enregistrement remplie d’ACSF a 30.5 £ 0.5 °C et perfusée a un débit de 3 mL/min.

Enregistrement électrophysiologique

Les électrodes, d’une résistance comprise entre 4.5 et 5.5 MQ), ont été préparées a partir de pipettes en
borosilicate (GC150T-10, Harvard Apparatus) avec une étireuse verticale de micropipettes (PC-10, Narishige).
La solution intracellulaire était composée en mM de : 130 KCl, 11 Hepes, 0.1 EGTA, 4 MgCl,, 4 Na-ATP, 0.3
Na-GTP et 10 Phosphocréatine (295 mOsm). Le pH a été ajusté a 7.3-7.4 avec du KOH. Les neurones
pyramidaux de CA3 ont été enregistrés en patch-clamp configuration cellule entiére en utilisant un
microscope Nikon avec contraste interférentiel infrarouge et équipé d’un objectif 60x a immersion. Tous les
enregistrements ont été réalisés avec un amplificateur EPC10 USB (HEKA Elektronik) et échantillonnés a 10
kHz.

Les neurones pyramidaux ont été identifiés selon leur localisation dans la couche pyramidale au niveau de
CA3 et selon leurs propriétés électrophysiologiques. Des paliers de courants dépolarisants ont été appliqués
pour mesurer le seuil de dépolarisation et 'amplitude des potentiels d’action (stimulation de 30 ms) ainsi

que pour évaluer les propriétés d’accommodation (stimulation de 300 ms). L’activité spontanée a été
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enregistrée en voltage-clamp a -70 mV. La résistance membranaire, la capacitance et la résistance d’acces
ont été controlées durant toute la durée de I'expérimentation. Les cellules avec une résistance d’acces

supérieure a 25 MQ ont été éliminées.

L’activité de réseau — Pour examiner la fréquence des GDPs, |'activité spontanée a été enregistrée pendant
20 min a un potentiel de membrane fixé a -70 mV et les GDPs apparaissent dans ces conditions comme
courants entrants.

Les courants entrants de longue durée ont été automatiquement détectés grace a la fonction « détection
d’évenements » du logiciel Clampfit (Molecular Devices) puis ont été identifiés comme GDPs selon deux

criteres incluant une amplitude minimale de 300 pA et une durée supérieure a 150 ms.

L’activité synaptique — L’activité GABAergique spontanée (sIPSCs) a été enregistrée pendant 5 min en
présence de NBQX (10 uM) et de D-AP5 (50 M) pour bloquer respectivement les récepteurs AMPA et
NMDA. De la tétrodotoxine (TTX, 1 uM) a ensuite été ajoutée aux NBQX et DAPS5 pour supprimer les
potentiels d’action, permettant ainsi I'enregistrement des évenements synaptiques miniatures (mIPSCs)
pendant 5 min. L’activité excitatrice Glutamatergique spontanée (sEPSCs) a été enregistrée pendant 10 min
en présence de Bicuculline (20 uM) pour bloquer les récepteurs GABA,. La TTX a ensuite été ajouté a la

Bicuculline pour isoler et enregistrer les mEPSCs pendant 10 min.

La détection et I'analyse des évenements spontanés et miniatures ont été effectuées sur un logiciel
développé par M. Goillandeau (© M Goillandeau IMN / CNRS, Université de Bordeaux, Detection Mini
version 8.0). Le principe de ce programme est fondé sur la création d’un « signal de détection », calculé
d’apreés la différence entre le signal filtré et le signal basal. La détection des événements s’appuie

eme

principalement sur un seuil de détection communément fixé a trois fois le 95" centile du signal analysé,

correspondant au niveau de bruit moyen du signal.

Produits chimiques et pharmacologiques

BSA (Bovine Serum Albumin), Triton X-100, PBS 10X (phosphate buffer saline) et les différents composants
chimiques utilisés dans les solutions ont été obtenues chez Sigma-Aldrich. Les traitements pharmacologiques
utilisés en électrophysiologie : NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo-quinoxaline-7-sulfonamide,
0373), D-AP5 (D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid, 0106), TTX (Tetrodotoxin citrate, 1069) et

Bicuculline (0131) ont été commandés chez Tocris.

Analyse statistique
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Les données des graphiques sont représentées en valeur moyenne * 'erreur-type de la moyenne (SEM). Les
analyses statistiques ont été réalisées sur Graphpad Prism. La significativité des résultats a été évaluée par
des ANOVA a deux facteurs ou des tests de student (simples ou multiples) selon le nombre de conditions. La
valeur de la probabilité est représentée par * pour P < 0.05, ** pour P < 0.01, *** pour P < 0.001 et ****

pour P <0.0001.

1. Résultats préliminaires

a. Surlalignée C57BL6J (black 6)

Quantification de la densité microgliale dans I’Hippocampe en développement de souris sauvages black 6
Nous avons débuté le projet par la mise au point d’'une méthode de quantification de la densité microgliale a
différents jours du développement postnatal de la souris Black 6, une lignée de type sauvage. Nous avons
observé une augmentation progressive du nombre de microglies présentes dans la région CA1 de
I’'Hippocampe au cours du développement postnatal. Au niveau de la couche pyramidale, la densité
microgliale moyenne est la plus faible des régions mesurées et reste comprise entre un minimum de 25.48
microglies par mm? a PO et un maximum de 131.1 a P12. A l'inverse, la densité est la plus importante au
niveau de la fissure hippocampique de PO (366.7 MG/mm?2) a P12 (717.4 MG/mm?). Dans les strata oriens et
radiatum de CA1, I'évolution est plus importante, d’une densité respective moyenne de 170.6 et 129.6
MG/mm? a PO jusqu’a un plateau a P12-P15 (en MG/mm?, SO : 627.8- 628.2 ; SR : 640.2-623.0). A PO puis de
P6 a P15, la densité microgliale est similaire de part et d’autre de la couche pyramidale. Cependant, a P3 la

densité mesurée est plus importante dans le stratum oriens que radiatum avec 401.4 contre 189.5 MG/mm?2.
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Densité microgliale de I’'Hippocampe de souris black 6 au cours du développement postnatal.

Densité des cellules microgliales (MG/mm?) en function du jour postnatal dans les strata pyramidale, oriens et radiatum
de CA1 et dans la fissure hippocampique. Avec selon I’age N, le nombre d’animaux et n, le nombre de coupes utilisées :
PO N=4, n=12 ; P3 N=2, n=7 ; P6 N=5, n=20; P9 N=3, n=12 ; P12 N=4, n=16 et P15 N=3, n=12.

Quantification de I’évolution morphologique des microglies entre PO et P15
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Afin d’évaluer quantitativement I'évolution morphologique des microglies au cours du développement,
différents parametres ont été mesurées a partir des objets reconstruits en 3 dimensions. Entre la naissance
et la fin de la seconde semaine postnatale, le volume global de la microglie diminue de 1115,4 + 261,1 um® &
PO (n=3) 4 684,510 + 135,3572 um> & P15 (n=3). Cette diminution est corrélée a celle du volume des corps
cellulaires (en um3, PO:715,8 £223,5; P15:260,0 + 24,6) alors que le volume des processus seuls reste
stable (en um3, P0:399,6 £+399,6; P15:395,6 + 61,1). L'indice de sphéricité du corps cellulaire varie trés
peu entre PO et P15 de 0.63 + 0.17 a2 0.73 + 0.04. La croissance des processus augmente au cours des deux
semaines de développement : le nombre de processus passede 1+ 1 a9+ 2, leur longueur cumulée de
122,3+122.3 um a 1106 + 48.6 um et la longueur par processus de 30.6 + 30.6 um a 132.7 + 29 um. De
méme, I'augmentation du nombre d’embranchement maximum de 3.7 £+ 3.7 2 21.3 + 2.3 et du nombre de

point terminaux de 19.7 + 19.7 2 212.7 + 21.2 reflete la complexification de la morphologie.

Maturation morphologique des microglies entre 0 et 15 jours postnataux.

Reconstruction en trois dimensions des cellules microgliales a partir du marquage immunohistochimique de la molécule
Ibal. Reconstructions réalisées sur le logiciel Imaris © a partir d’'images obtenues en microscopie confocale. La barre
d’échelle correspond a 10 um.
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Quantifications de la maturation morphologique des microglies entre 0 et 15 jours postnataux.

Evaluation de la maturation morphologique selon différents criteres mesurés a partir de la reconstruction en trois
dimensions de cellules microgliales a PO (n=3), P3 (n=2), P9 (n=5) et P15 (n=3). A P3, P9 et P15, les mesures des corps
cellulaires de cellules supplémentaires ont été ajoutées (1 a P3,1aP9et6aP15).

b. Sur les lignées sauvage et modifiées CX3CR1 KO de fond génétique 129

Densité microgliale diminuée chez les souris CX3CR1 KO par rapport aux souris sauvages 129

Nous avons ensuite voulu tester si la voie de signalisation Fractalkine/CX3CR1 influencait la distribution
spatiotemporelle des microglies dans I'Hippocampe en développement, en comparant des souris
CX3CR1°F/SF (K0), dont les microglies n’expriment pas les récepteurs de la Fractalkine, et des souris
CX3CR17°" (HE) ou sauvages (WT) de méme fond génétique 129. Comme chez les souris Black 6, la densité

microgliale augmente entre PO et P15 chez les souris 129, excepté au niveau de la fissure hippocampique.
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Cependant, le profil d’évolution est différent et la densité microgliale semble atteindre un maximum au

début de la seconde semaine postnatale a P9.
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Densité microgliale de I’Hippocampe de souris 129 au cours du développement postnatal.

Densité des cellules microgliales (MG/mm?2) en fonction du jour postnatal dans les strata pyramidale, oriens et radiatum
de CA1l et CA3 et dans la fissure hippocampique. Avec a PO N=3, n=11; P3 N=4, n=15; P6 N=4, n=16 ; P9 N=4, n=16 ;
P12 N=4, n=16 et P15 N=3, n=11.

Chez les souris CX3CR16FP/6FP (KO) et CX3CR1"° (HE), la totalité ou la moitié des récepteurs CX3CR1 est
remplacée par une protéine fluorescente eGFP, marquant ainsi spécifiquement les cellules microgliales Ibal-

positives.

Expression de I’eGFP au niveau des cellules microgliales positivement marquées par Ibal.

Projections maximales de piles d’images obtenues en microscopie confocale montrant la protéine eGFP exprimée a la
place des récepteurs CX3CR1 (vert), le marquage Ibal des cellules microgliales (rouge) et le marquage DAPI des noyaux
(bleu).

La barre d’échelle correspond a 10 um.

Lorsque I'on examine la densité microgliale suite a la délétion compléte ou partielle du récepteur CX3CR1,
on constate une diminution dans plusieurs régions de I’'Hippocampe. Cette diminution, dont la significativité

a été évaluée par des ANOVA a deux facteurs, apparait a différents jours postnataux selon la région. En
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accord avec I'étude de Paolicelli et al. de 2011, la densité microgliale au niveau du tratum radiatum de CA1

est réduite chez les souris KO par rapport aux souris HE au cours de la seconde semaine postnatale. Si I'on

compare les souris KO aux souris WT, la réduction apparait uniguement a P9.

Au niveau du stratum oriens de CA1, la différence entre souris KO et HE est significative jusqu’a la fin de la

seconde semaine mais apparait plus tot, a partir de P6. La différence entre WT et KO est également visible a

partir de P6 mais disparait aprés P12.
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Comparaison de la densité microgliale de I’'Hippocampe entre les différents génotypes au cours du développement

postnatal

Densité des cellules microgliales (MG/mm?2) en fonction du jour postnatal dans les strata radiatum (SR) et oriens (SO) de
CA1 et selon le génotype des souris : 12952/SvPasCrl (WT), CX3CR1°°¢" (K0) ou CX3CR1"°""/12952/SvPasCrl (HE).

En CA3, dans le stratum radiatum, la densité microglie n’est réduite chez les KO par rapport aux HE qu’a P3,

alors qu’elle est réduite de P6 a P12 par rapport aux WT.

Enfin, dans le stratum oriens de CA3, la densité est réduite a P9 et P12 chez les souris KO par rapport aux

souris HE mais dés P3 par rapport aux souris WT.
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Comparaison de la densité microgliale de I'Hippocampe entre les différents génotypes au cours du développement
postnatal

Densité des cellules microgliales (MG/mm?) en fonction du jour postnatal dans les strata radiatum (SR) et oriens (SO) de
CA3 et selon le génotype des souris : 12952/SvPasCrl (WT), CX3CR1°°/¢" (K0) ou CX3CR1"°7/12952/SvPasCrl (HE).

De maniere générale, il apparait clairement que la délétion du récepteur CX3CR1 provoque la réduction du
nombre de microglies dans I'Hippocampe confirmant ainsi le réle de la Fractalkine dans la distribution de la
microglie au cours de la période postnatale. Cependant, la différence entre les phénotypes WT et HE

pourrait remettre en cause I'utilisation du génotype CX3CR1"°"

comme condition contréle.

Augmentation de la fréquence des GDPs chez les souris CX3CR1 KO par rapport aux souris sauvages 129

Nous avons alors voulu savoir si la réduction de la densité microgliale au cours du développement postnatal
des souris CX3CR1%"/¢" (KO) pouvait avoir un impact sur la connectivité de I'Hippocampe et étre par
conséquent associée a la modification de I’activité de réseau. Chez les souris sauvage (WT), les GDPs sont
observables chez les neurones pyramidaux de CA3 jusqu’au début de la deuxiéme semaine postnatale et leur
fréquence diminue progressivement : 0,087 + 0,012 Hz la premiéere partie de la premiére semaine, 0,060 +

0,012 Hz la seconde partie puis 0,007 + 0,002 au début de la deuxieme semaine. Chez les souris KO, la
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fréquence des GDPs est similaire a celle des WT au cours de la premiére semaine (0,067 + 0,005 a PO-P3 et
0,078 + 0,004 a P4-P7) mais est significativement plus importante dans la période P8-P10 (0,025 + 0,006). Si
I’on détaille la fréquence des GDPs jour par jour entre P7 et P10, on peut constater que la disparition des

GDPs visible a P9 chez les WT, n’a lieu qu’a P10 chez les KO.
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L’activité de réseau GDPs est maintenue un jour supplémentaire chez les souris CX3CR1 KO

Trace représentatives de |'activité spontanée de neurones pyramidaux de CA3 a P3 (a gauche) et P9 (a
droite) chez des souris WT (en noir) et CX3CR1 KO (en vert), et fréquence instantanée (Hz) des GDPs en
fonction de la période postnatale PO-P3, P4-P7, P8-P10 ou du jour postnatal P7, P8, P9 ou P10.

Augmentation de la fréquence de I’activité synaptique GABAergique a P8-9 chez les souris CX3CR1 KO par
rapport aux souris sauvages 129

L'activité GABAergique étant impliquée dans la génération des GDPs, nous avons ensuite examiné cette
activité a P8-P9 en présence et en absence du récepteur CX3CR1. Les courants postsynaptiques
GABAergiques spontanés (sIPSCs) et miniatures (mIPSC) ont été enregistrés. Les souris KO et WT présentent
des sIPSCs similaires dans leurs amplitudes, intervalles inter évéenements et cinétiques.

De méme, les mIPSC enregistrés en présence de TTX ne montrent aucune différence d’amplitudes ou de

cinétiques. Cependant, l'intervalles inter événements est réduit chez les souris KO, traduisant une
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augmentation de la fréquence des évenements synaptiques médiés par la libération de GABA

indépendamment des potentiels d’action.

1. Discussion

L’objectif du travail effectué ici, était de mettre en place différentes approches permettant d’examiner
le réle de la microglie dans le développement de I'activité GABAergique au niveau de |I'Hippocampe. Nous
avons pour cela pris avantage d’un modeéle d’altération constitutive de la fonction microgliale, le modele
transgénique CX3CR1°°F/¢" dans lequel la communication privilégiée entre microglies et neurones par la
Fractalkine est manquante. Je discuterai dans cette partie les résultats préliminaires obtenus et introduirai

les modifications apportées pour la suite du projet et les raisons qui les justifient.

a. Reconstruction morphologique de la microglie : une méthode de quantification pertinente de la

maturation microgliale.

Il est aujourd’hui établi que la morphologie de la microglie constitue une source d’information majeure
sur son phénotype, sur les fonctions qu’elle assure et par extension sur I'environnement dans lequel elle
évolue. Ainsi une morphologie améboide avec peu ou pas de processus correspond a un état d’activation
dans un environnement pathologique, alors qu’'une morphologie plus complexe avec un corps cellulaire peu
volumineux et des processus nombreux et développés traduit une situation physiologique. La microglie
n’atteint cette morphologie mature qu’au terme de plusieurs semaines de développement et la
guantification précise de certains parametres de sa forme rendrait possible la comparaison entre deux
conditions. Par exemple, la délétion du récepteur CX3CR1 pourrait provoquer un retard dans la maturation
de la microglie ou un changement de ses fonctions et ces altérations pourraient étre indirectement reflétées
par sa morphologie.

Grace a la reconstruction en trois dimensions de cellules microgliales de souris de phénotype sauvage (black
6), nous avons pu déterminer des parameétres témoignant de ces changements morphologiques au cours du
développement. Parmi ces parameétres, I'étude du volume globale ou du corps cellulaire uniquement montre
une diminution marquée qui reflete le passage de la forme améboide grossiere a la forme ramifiée
beaucoup plus fine. Etonnamment, I'indice de sphéricité du corps cellulaire ne montre pas de changement
significatif malgré la modification visuelle de la forme générale. Les parameétres des processus traduisent
guant a eux efficacement les changements majeurs subis par la microglie avec une augmentation du nombre
de prolongements, leur allongement ainsi que leur ramification, représentée par I'augmentation de

I'embranchement maximum et du nombre de terminaisons.
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La mesure de ces parameétres morphologiques permet de quantifier précisément la morphologie de la
microglie a un moment donné ou dans une région en particulier, et pourrait ainsi faire émerger de subtiles
différences spatiotemporelles dans des conditions physiologiques mais également suite a une altération.
Dans une étude récente, la mesure de l'aire totale et du volume des cellules microgliales a par exemple
permis de montrer une diminution de la taille des microglies du stratum radiatum de CA1 chez les souris
CX3CR1 KO a P8, traduisant selon les auteurs une morphologie moins ramifiée, immature (Pagani et al.,
2015). Nos méthodes d’évaluation de la morphologie proposent une analyse plus complete et détaillée de la

morphologie qui permettrait de confirmer leurs conclusions.

b. Réduction de la densité microgliale chez les souris dépourvues du récepteur CX3CR1.

Différentes études ont a ce jour démontré I'impact de la délétion du récepteur microglial de la
Fractalkine sur la distribution des microglies au cours du développement, avec un retard d’infiltration a
I'intérieur des tonneaux du cortex somatosensoriel et une réduction du nombre de microglies dans la sous-
région CA1l de I'Hippocampe (Hoshiko et al., 2012; Paolicelli et al., 2011). Afin de confirmer cette diminution
avant d’examiner I'activité neuronale, nous avons mis au point une approche nous permettant de quantifier
la densité microgliale dans plusieurs aires hippocampiques relativement étendues sur une méme tranche de
cerveau, tout en optimisant le temps d’acquisition sans sacrifier la résolution. Le systeme de scanner de
lames du Nanozoomer offre un tel compromis entre un agrandissement au 40x et I'automatisation de
I’acquisition en épiflorescence. La densité mesurée en CA1 au niveau des strata oriens et radiatum, de la
couche pyramidale et de la fissure hippocampique des souris black 6 reflete une augmentation progressive
du nombre de microglies pouvant étre liée a la migration comme a la prolifération. L’'augmentation plus
soudaine et marquée dans le stratum oriens a 3 jours postnataux pourrait &tre due a un signal attractant
spécifiquement émis dans cette région. Cependant, cette distribution en oriens a P3 n’est pas visible chez les
souris 129 qui ne présentent pas non plus de profile d’augmentation continu jusqu’a la fin de la deuxieme
semaine postnatale mais sembleraient connaitre un pic de densité microgliale au début de la deuxieme
semaine a P9 qui diminue ensuite jusque P15. Chez les souris dépourvues du récepteur CX3CR1, la densité
microgliale est moins importante que chez les souris de génotypes hétérozygote ou sauvage. Cette réduction

confirmerait les données précédemment publiées.

c. Les activités de réseau et synaptiques augmentées en I’absence du récepteur CX3CR1

D’apreés les résultats obtenus, I'activité neuronale de I'Hippocampe semble modifiée chez les souris

dépourvues du récepteur microglial CX3CR1. En effet, la fréquence des GDPS est significativement
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augmentée a P9 par rapport aux souris de type sauvage, traduisant un retard d’un jour dans la disparition de
cette activité de réseau spécifique a la période postnatale. Ce délai pourrait étre lié a I'expression retardée
des canaux chlores KCC2, responsables de I'inversion développementale de I'effet du neurotransmetteur
GABA sur le potentiel de membrane. Cette augmentation pourrait également étre due au nombre plus
important de synapses GABAergiques présentes a P8-P9 dont témoignent I'augmentation de fréquence des
mIPSCs. Cependant, la délétion du récepteur CX3CR3 ne semble avoir aucun impact sur I'amplitude, la
fréquence ou les cinétiques des sIPSCs, ni sur I'amplitude ou les cinétiques des mIPSCs, suggérant que la
signalisation Fractalkine n’est pas nécessaire a la maturation des synapses GABAergiques comme elle |'est

pour celle des synapses Glutamatergiques (Paolicelli et al., 2011; Hoshiko et al., 2012).

d. Lefond génétique des animaux peut-il induire une variabilité ?

Cependant, en ce qui concerne la mesure de la densité microgliale dans I’'Hippocampe, la variabilité
entre les deux lignées de type sauvage black6 et 129 souligne la sensibilité de cette mesure et une possible
différence selon les génotypes. Or, les animaux que nous avons comparés pour notre étude ne provenaient
pas de la méme portée mais étaient issus de croisements de souris CX3CR1°"/° de fond génétique mixe
129 a2 95 % et black 6 a 5 % entre elles, pour la production de KO, avec des souris 100 % 129, pour celle d’'HE
ou de souris 129 entre elles pour celle de WT. Les différences observées dans nos conditions expérimentales
pourraient donc étre imputables a des différences de lignées ou de portées et le role de la signalisation
Fractalkine ne peut étre confirmé. Ces considérations ont également remis question les différences
d’activités observées.

Afin de vérifier ces résultats préliminaires, nous avons cherché a optimiser les conditions d’expérimentation
en travaillant sur des portées composées de souris WT, HE et KO grace au croisement entre elles de souris
CX3CR1"°™ de fond génétique 129 a plus de 98.75 %. Nous avons également pris la décision de procéder 2 la
dissection et a 'utilisation simultanée d’un animal de chaque génotype pour les expériences
d’électrophysiologie. Enfin, afin de réduire au maximum les sources de variabilité nous avons adopté des
criteres de comptage des microglies plus stricts dans les expériences d'immunohistochimie, en ne
considérant que les corps cellulaires Ibal positifs colocalisés avec un marquage nucléaire DAPI. Cette

méthode permet d’avoir une évaluation plus robuste et reproductible de la densité micrgoliale.
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Chapitre 2 : Publication

The neuron-microglia signaling tunes neuronal network, but not synaptic,
activity in the neonate hippocampus

Charlotte Bertot’, Laurent Groc', Elena Avignone1
1Interdisciplinary Institute for Neuroscience, CNRS UMR 5297, Université de Bordeaux — F33000 Bordeaux
FRANCE

Microglial cells colonize the central nervous system since embryonic stages, and they interact with other cell
types, including neurons. A specific way of communication between neurons and microglia involves neuronal
released fractalkine (CX3CL1) and its specific microglial receptor CX3CR1. CX3CR1 KO mice contributed to
unclose microglial role during development. Indeed, CX3CR1 ablation alters microglia distribution in the
brain, and it affects glutamatergic transmission and synapse maturation. However, these effects seem to be
transient and brain region specific and their mechanisms are poorly understood. Furthermore, some effects
observed in juvenile or adult mice may have origin during development, when neuronal connections are
established. GABA plays a fundamental role in this process since it is excitatory. The influence of neuron-
microglia interaction on neuronal activity in the hippocampus during this period is poorly understood. In
particular, nothing is known on GABAergic activity, known to be synaptogenic during this period.

Using CX3XR1 KO mice we investigated how the signaling fractalkine pathway impacts microglial colonization
of the hippocampus and neuronal activity during the first two postnatal weeks. Our results indicate that in
KO mice there is a reduction in the density of microglial cells at P7-P9 in the CA3 hippocampal area,
accompanied at P7 by a significant reduction of frequency of Giant Depolarizing Potentials (GDPs), a network
activity involved in hippocampal synapse formation and maturation. Furthermore, despite no overall
difference in glutamatergic or GABAergic synaptic activity, GABAergic events display a subpopulation of
larger events, and the kinetics was slightly increased.

Thus, the disruption of the specific neuronal-microglia signaling pathway on one hand impacts the microglia
colonization of the hippocampus and on the other hands affects specifically neuronal network activity during

a time window critical for the establishment of neuronal connections.
Introduction
Microglial cells, the resident macrophages of the central nervous system (CNS), play key physiological role in

the developing and adult brain. During development, microglia contribute to the clearance of apoptotic cells

(Mallat et al., 2005; Pont-Lezica et al., 2011; Schlegelmilch et al., 2011; Tremblay et al., 2011). Besides this
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expected role, microglia also contribute to the remodeling and developmental maturation of glutamate
synapses (Roumier et al., 2004; Stevens et al., 2007; Tremblay et al., 2010; Paolicelli et al., 2011; Schafer et
al., 2012; Hoshiko et al., 2012). The molecular mechanisms underlying these functions are however not fully
elucidated, although the fractalkine signaling pathway between neurons and microglial receptors CX3CR1
seems to be critical (Arnoux et al., 2015). Indeed, the deletion of CX3CR1 in mice impairs the maturation of
the glutamatergic AMPA and NMDA receptor-mediated components at developing thalamo-cortical
synapses (Hoshiko et al., 2012). Moreover, the number of glutamatergic hippocampal synapses is
upregulated in these mice at the end of the second postnatal week (Paolicelli et al., 2011). It has thus been
proposed that the fractalkine signaling contribute to the neuronal connectivity and social interaction
alterations observed in these mice (Zhan et al., 2014), and more generally to developmental genesis of
neuropsychiatric disorders in which an unbalanced activation of microglia is suspected (Schafer et al., 2013;
Sierra et al., 2014). However, the establishment of neuronal network and synaptic connectivity early in
development greatly rely on neonate GABAergic signaling and specific network activity patterns (Mohajerani
and Cherubini, 2006; Ben-Ari et al., 2012). Whether these essential neonatal processes are modulated by the
microglial activity, and more specifically by the fractalkine signaling, remains however unexplored.

During development, the hippocampal activity is characterized by specific network activity pattern, namely
giant depolarizing potentials (GDPs), which plays a crucial role in the dendrite growth and synaptic formation
and maturation (Ben-Ari et al., 1989; Mohajerani and Cherubini, 2006). GDPs are strong depolarizations
separated by quiescent intervals, lasting for more than 500ms and superimposed by bursts of action
potentials. The GDPs involved large population pf pyramidal cells, and are generated by a pool of
interneurons (Bonifazi et al., 2009; Allene et al., 2012; Villette et al., 2016).Consistently, both GABAergic and
glutamatergic signaling, which are depolarizing and excitatory at this age (Ben-Ari, 2002), constitute the
main drive of this network activity. GDPs disappear during the second postnatal week when the GABAergic
transmision becomes inhibitory, further emphasizing the key role of the GABAergic signaling in the neonatal
establishment of hippocampal circuitries. Here, we thus investigated in the mouse hippocampus whether
the neuron-microglia fracktalkine pathway contribute to the microglial distribution, as well as the GABAergic
and network activities during the first postnatal week. Our data show that CX3CR1 receptor ablation reduces
microglial density in the CA3 area at the end of the first postnatal week. More importantly, GDP frequency
was significantly reduced at that time in CX3CR1 knock-out (KO) mice when compared to wild type mice. In
addition, some features of the GABAergic transmission were also altered, supporting a model in which the
interplay between microglia and neuron plays a role in the establishment of the hippocampal network

during the neonatal critical window.
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Materials and Methods

Animals

Female and male mice from posnatal day 0 (PO) to 16 (P16) mice were used. All experimental procedures
followed the guidelines of the University of Bordeaux/Centre National de la Recherche Scientifique Animal
Care and Use Committee. The experiments exploring the colonization of microglial cells during the first two
postnatal weeks were conducted on 12952/SvPasCrl wild type mice directly imported from Charles Rivers. All
the other experiments were performed using CX3CR1 knockout (KO), heterozygous (HE) and wild type (WT)
animals obtained by crossing N6 CX3CR1+/eGFP mice and genotyped at P1. The homozygous
CX3CR1eGFP/eGFP mice (Jung et al., 2000) were derived from C57BL/6 to 129 genetic background by
repeated backcrosses (>N4) with 12952/SvPasCrl wild type mice (Charles Rivers) in the CDTA (Département
de Cryopréservation, Distribution, Typage et Archivage animal) in Orléans. N4 progeny were backcrossed

until N6 in the specialized animal facility of the Bordeaux University.

Immunohistochemistry

Mice from Postnatal days 3 to 15 (P3 to P15) were anesthetized with an overdose of Pentobarbital
(50uL/animal) and perfused transcardially with 0.9% NaCl solution and 4% paraformaldehyde in phosphate
buffer saline (PBS; Sigma-Aldrich). Newborn mice (PO) were directly sacrificed by decapitation. Brains were
postfixed from 4 to 12 hours at 4 °C with the same fixative then rinsed with PBS and stored at 4°C. Coronal
50 mm thick sections were prepared with a VT 1000 Leica vibratome. The coronal sections in hippocampal
region were collected floating in PBS. To avoid difference due to the dorsal-ventral axis, only dorsal slices
were processed for the immunohistochemistry. Slices were incubated for 2h in a blocking solution (PBS
containing 4% BSA and 1% Triton X-100; Sigma-Aldrich) at room temperature, and then incubated 36 hours
at 4°C with primary antibodies against the microglia markers Ibal (1:1000; rabbit polyclonal; Wako) diluted
in 2% BSA and 0.2% Triton X-100 PBS. After wash of primary antibody in PBS, slices were incubated 2 h at
room temperature with secondary antibody Alexa 568 (antirabbit IgG 1:500; Invitrogen) and then rinsed

again. Stained brain slices were mounted with Vectashield H1200 with DAPI (Vector lab).

Acquisition and analysis of fluorescent images

Fluorescent images were acquired using NanoZoomer (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan)
microscope equipped with a 20x NA 0.75 objective and a 1.75X magnification lens, which allows to image the
entire brain with a resolution of 500nm. Images were cropped to isolate the hippocampus, converted into
TIFF format using NDP.view2 Viewing software (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan) and then
imported in Imagel for analysis. Microglia density was measured in the different hippocampal sub-regions of

the dorsal hippocampus: stratum oriens, pyramidal layer, stratum radiatum/lacunoso moleculare of CA1 and
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CA3 and hippocampal fissure. Each region was drawn manually on the image containing the DAPI staining,
and microglia were manually counted considering only Ibal positive cells with DAPI staining. The absolute
number obtained was then divided by the corresponding analyzed area to calculate microglial density in

number of cell per mm?2,

Slice preparation

Animals were anesthetized with 5% isoflurane during 1 to 1.5 minutes, sacrificed and brain were rapidly
removed and dissected. 350 um thick sagittal slices were cut with a vibratome (Leica VT 1000S) in an ice-cold
artificial cerebral spinal fluid (aCSF) containing in mM: 124 NaCl, 3 KCl, 26 NaHCO3, 1.25 NaH,PQ,, 10 D-
Glucose, 2 CaCl, and 1 MgCl, (295-305 mOsm). To improve slice quality P14-P16 mice brains were cut in an
ice-cold sucrose based cutting solution containing in mM: 2 KCl, 26 NaHCO;, 1.25 NaH,P0O,, 220 Sucrose, 10
D-Glucose, 0.2 CaCl, and 6 MgCl,. Slices were then incubated in aCSF solution for 45-60 min at 34°C, and
subsequently maintained at room temperature throughout the duration of the experiment. All solutions

were constantly bubbled with carbogene (95% O,, 5% CO,) to maintain a neutral pH.

Electrophysiological recording

For electophysiological recording, individual slices were transferred to a submerged recording chamber
perfused with ACSF at 3 mL/min and 30.5 + 0.5 °C. Electrodes, of 4.5-5.5 MQ) resistance, were prepared from
borosilicate pipettes (GC150T-10, Harvard Apparatus) with a vertical micropipette puller (PC-10, Narishige).
Intracellular solution contained in mM: 130 KCl, 11 Hepes, 0.1 EGTA, 4 MgCl,, 4 Na-ATP, 0.3 Na-GTP and 10
Phosphocréatine (295 mOsm). PH was adjusted to 7.3-7.4 with KOH. Whole-cell patch-clamp recordings of
CA3 pyramidal cells were performed using infrared differential interference contrast microscopy (Nikon)
with a 60x water-immersion objective. All recordings were performed using an EPC10 USB amplifier (HEKA
Elektronik) sampled at 10 kHz.

Patched CA3 pyramidal neurons were recognized by their localization within the pyramidal layer and their
firing properties. Depolarizing steps in current clamp of different amplitudes were used to measure the
threshold and the amplitude of action potentials (30 ms duration), as well as accommodation properties
(300 ms duration). Membrane input resistance, capacitance and access resistance were monitored
throughout the duration of experiments. Recorded cells with access resistance exceeding 25 MQ were
discarded. Spontaneous activity was measured in voltage clamp at -70mV. To asses GDPs frequency, cells
were recorded for 20 minutes. To assess a possible synapse multiplicity, GABAergic and glutamatergic
spontaneous and miniature events were recorded in the same cell. 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-
tetrahydrobenzo-quinoxaline-7-sulfonamide (NBQX 10 uM) and D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentanoic acid
(D-AP5, 50 uM) were used to block AMPA and NMDA receptors, while bicuculline (20 uM) to block GABA,
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receptors. Miniature synaptic events were recorded in Tetrodotoxin citrate (TTX, 1um). Drugs were applied

trough the perfusion system. All drugs were purchased from Tocris.

Electrophysiological analysis

Access resistance, input resistance, and capacitance were evaluated using the analysis build up function of
Heka software by implementation of automatic measurements and calculation. Action potential threshold
and spike amplitude were measured manually in Heka software. To analyze GDPs, long-lasting inward
currents were automatically detected using Clampfit software “event detection” process (Molecular Devices)
and GDPs were manually identified based on two criteria including minimum amplitude of 300 pA and
minimum duration of 150 ms. The duration of GDPs was measured manually.

Homemade software (Detection Mini, M. Goillandeau) was used to analyse spontaneous and miniature
events. The percentile 95% value of each trace was measured to evaluate the noise and the detection
threshold was set up to 3 times this value. Synaptic currents were then automatically detected and manually

controlled.

Behavioral Pre-pulse inhibition experiments

Pre-pulse inhibition of the acoustic startle response (PPl) experiments were conducted on 3 months-old
male littermate mice of either CX3CR1 knock-out, heterozygote and wild type phenotypes.

Startle experiments were performed using the StartFear system (Panlab, Barcelona, Spain), which allows to
record the signal generated by an animal’s movement via a high sensitivity weight transducer. The apparatus
was housed in a ventilated, sound-attenuated enclosure (67x53x55 cm). Animals were held in a Plexiglas
cylinder (9 cm lengthx3 cm internal diameter) mounted on a frame and held in position in the experimental
chamber (25x25x25 cm) by two plastic screws.

Animals were transferred to the experimental room 2 days before the experiment to acclimatize them to the
environment. On the day before the test, mice were acclimatized to the apparatus itself for 5 min in the
presence of 60 dB of background noise. The pulse trail (P) consists of a single burst of white noise of 120dB
lasting 40ms. Pre-pulse trials (pP) consist a 20ms stimulus of different intensity (80, 85, 89 dB)

The startle session was organized in 4 blocks: (I) Acclimation, (Il) Habituation, (lll) PPI and (IV) Ending.

() Acclimation started with a 5 min period in the startle chamber with 60 dB background noise

(1) Habituation consisted of 10 pulse-alone trials to habituate mice to the startle stimulus, verify their
response and to adjust the gain for the acquisition; these data were not included in the calculation of the
PPI. Animals that did not respond to the first 10 pulse-alone trials were automatically excluded from the

experiment.
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(1) To assess PPI, animals received 8 trials repeated 6 times in pseudorandom order. The 8 trials included: a
pulse-alone trial (P) g; the three prepulse-alone trials (pP) (3) the three prepulse followed 100 ms after by
the pulse trials (pPP) ; and finally no-stimulus trials (NS) consisting of background noise only. Inter-trial
intervals were 22 s long and 60 dB of background noise level was maintained throughout the startle session.
(IV) Ending the startle session consisted of 10 pulse-alone trials (120 dB, 40 ms) similar to the Habituation
block; these data were neither included in the calculation of the PPI.

PPl (%) for each pre-pulse intensity, was calculated as follows: [100-(startle amplitude on pre-pulse

trial)/(startle amplitude on pulse alone)x100].

Statistical analysis

All data in histogram were presented as mean * s.e.m. and statistical evaluation was performed with the
program GraphPad Prism. The tests used (2-way ANOVA, 1-way ANOVA or student t-test) and the P-values
are specified in the text or in the figure legends. In electrophysiological analysis, each point of frequency
values corresponds to the mean frequency of one cell. For amplitudes and kinetics, as values did not fit a
Gaussian distribution, points correspond to the median value for each cell. To compare distribution of
amplitudes and kinetics between WT and KO, the same number of random events per cell were pooled (200

for IPSC, 50 for EPSC) and Kolmogorov-Smirnov (KS) tests were performed.

Results

Hippocampal postnatal microglial density varies according age and subregion.

Microglia colonizes the hippocampus during the first post-natal week (Fig 1A), when pyramidal neurons
develop their dendrites and their connections. To investigate if there is a difference in the colonization in
various subregions, we analyzed the distribution of Ibal positive microglia in the hippocampal fissure, in the
stratum pyramidale, in the stratum oriens and in the stratum radiatum of CA1 and CA3 regions (Fig 1B) from
PO to P15. To avoid possible differences of the dorsal/ventral axis, only slices obtained from the dorsal
hippocampus was considered. Microglial density showed heterogeneity across ages and areas (Fig 1C). The
density in the hippocampal fissure was relatively high since PO and did not change during the first two post-
natal weeks, confirming the idea that could be one of the entry site for microglial cells in the hippocampus
(Ashwell, 1991; Dalmau et al., 1997). On the contrary, almost no microglia were detected in the stratum
pyramidale from PO to P6, and the density remained lower than other regions from P9 to P15.

In CA1 and CA3 Ammon’s horns, including strata oriens and radiatum, the density gradually increased from

P3 to P9. Then it remains higher in CA1 compared to CA3 but relatively stable in both regions until P15.
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As described before the increase in density was associated to a gradual change in morphology, going from

more ameboide like shape to more ramified one (data not shown).

Fractalkine/CX3CR1 signaling controls microglial cell density in the CA3 region of the developing
Hippocampus
We tested whether the signaling pathway between neuron and microglia mediated by Fractalkine and its

eGFP/eGFP mice, which lack

specific receptor CX3CR1 influences microglial density. To this aim we used CX3CR1
fractalkine receptor (Jung et al., 2000). We focus on the second postnatal week (from P7 to P15), when
microglia dramatically increase their number, and we compared density in different subregions of CA3 and
CA1 area: stratum oriens, and stratum radiatum (including lucidum for CA3). For an accurate comparison, we
analyzed microglial density in knockout, heterozygous and wild type mice obtained from the same litters,
and analyzed the microglia marked with IbA1 antibody. As previously described, IbA1 and GFP signals are
expressed in the same cell population in heterozygous and homozygous mice. Microglial density was
determined counting cellular bodies colocalized with the nuclear staining DAPI and quantified in number of
cells per mm? (Fig. sup 1).

In CA1 region, the density of microglia was dependent on the postnatal day (Table 1; ANOVA 2-way
p<0.0001) whereas the genotype did not significantly affect the density at any age in stratum oriens (ANOVA
2-way p=0.4015) or radiatum (ANOVA 2-way p=0.3803).

In contrary, the density in CA3 region was independent from age factor between P7 and P15 (Table 1;
ANOVA 2-way p=0.1108 in oriens; p=0.2339 in radiatum/lucidum), but it was affected by genotype (Table 1;
ANOVA 2-way p=0.0420 in oriens; p=0.0072 in radiatum/lucidum). KO mice showed a significant lower
density in strata oriens and radiatum/lucidum at P9 (post-hoc Tukey’s test in oriens p=0.0200 and in
radiatum p=0.0078). Interestingly, the HE mice also showed a decreased density at P9 in stratum
radiatum/lucidum compared to WT (post-hoc Tukey’s test p=0.0041) but not in stratum oriens (post-hoc
Tukey’s test p=1956), suggesting an in-between phenotype depending on the subregion.

The lower density was already observed at P7 in stratum oriens of KO and HE mice (Tukey’s test WT vs KO
p=0.0092; WT vs HE p=0.0195) but not in stratum radiatum (Tukey’s test WT vs KO p=0.9988; WT vs HE
p=0.2719). The decrease appeared to be transient since no statistically significant difference was observed at
P15 in any region (Tukey’s test in oriens WT vs KO p=0.3081; WT vs HE p=0.7203; and in radiatum WT vs KO
p=0.9995; WT vs HE p=0.5037).

Our results show that Fractalkine receptor deletion in 12952/SvPasCrl mice has a high heterogeneous effect
on microglia density across different hippocampal areas, and they suggest that Fractalkine signaling controls
the density of microglial cells in the developing CA3 region of the hippocampus in a specific temporal

window around P9.
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CA3 pyramidal neurons in CX;CR; deficient mice display intrinsic properties similar to WT

To check if CX3CR1 gene is involved in the development of CA3 neurons, we first compared the intrinsic basic
properties of CA3 pyramidal neurons in the temporal window P7-P10. During this period KO and WT
followed a similar developmental profile. Input resistance of both genotypes decreased with age (Fig 3A) in
line with cell maturation and expression of new conductance. Two-way ANOVA analysis revealed a
dependence on age factor (2-way-ANOVA, p<0.0001), but not on phenotype (p=0.8720). Likewise, there was
no difference between the two genotypes on cell capacitance (Fig 3B; 2-way-ANOVA, p=0.7464). Similarly,
no significant difference was found between WT and KO in the properties of action potential: threshold of
action potential (Fig 3C; 2-way ANOVA: age p=0.1858, genotype p=0.1370) and spike amplitude (Fig 3D; 2-
way ANOVA: age p=0.0003, genotype p=0.1987). The increasing amplitude of action potential with age
reflects the maturation of neuronal excitability. Both genotypes showed similar qualitative accommodation
properties in response to depolarizing pulses (data not shown). These data suggest that basic intrinsic

properties as well excitability are not affected by the CX3CR1 signaling between P7 and P10.

GABAergic, but not glutamatergic, synaptic activity affected by Fractalkine/CX3CR1 signaling disruption at
the end of the first postnatal week

We then investigated if KO mice have different spontaneous synaptic activity at P8-P9, when the microglial
density is reduced compared to control.

Spontaneous postsynaptic currents were recorded in CA3 pyramidal neurons (Fig 4A) in the presence of
NBQX and D-APS5 to block AMPAR and NMDAR mediated transmission. These events were GABA mediated
since addition of bicuculline completely abolished them (data not shown). Although in this temporal window
GABA is switching from excitatory to inhibitory effect (Ben-Ari, 2002; Ben-Ari et al., 2012), we have used the
term IPSC as a common nomination of GABAergic synaptic events. Spontaneous IPSC (sIPSCs) recorded in KO
and WT mice showed similar inter event intervals (IEl in WT: 254.1 ms + 34.27; KO: 251.6 ms + 41.47; t-test,
p=0.9635; data not shown) and frequencies (WT: 3.432 Hz + 0.4430; KO: 3.718 Hz + 0.5951; t-test, p=0.7005;
Fig 4A). Similar results were obtained for action potential independent activity, i.e. miniature IPSC recorded
in the presence of TTX (mIPSCs; Fig 4B; IEl in WT: 441.6 ms + 56.09; KO: 353.7 ms + 34.19; t-test, p=0.2026;
data not shown; frequency in WT: 2.061 Hz + 0.3857; KO: 2.120 Hz + 0.1716; t-test, p=0.8928). To analyze
amplitudes and kinetics, two types of statistical analysis were performed: KS test on pull data from all cells
(200 events for each cell randomly chosen), and t-test on the median values of all cells. Comparing the
median amplitudes of each cells, no statistical significance was detected between WT and KO sIPSCs (Fig 4C;
WT: 37.68 pA + 4.556; KO: 52.40 pA + 12.14; t-test, p=0.2536). However, the cumulative amplitude

distribution showed that KO mice display a population with larger events (KS p<0.0001). Similarly, for mIPSCs
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the mean amplitude of median value of all cells was not different (40.69 pA + 3.215; KO: 44.76 pA + 7.262; t-
test, p=0.6033; Fig 4D), whereas the cumulative distribution of amplitudes showed that KO mice display a
bigger fraction of large events (KS p=0.0001). The cumulative distributions of kinetics showed that KO mice
display GABAergic events with faster rise time (Fig S1A; KS, p<0.0001) and faster decay time (Fig S1B; KS,
p=0.0027). However, as for amplitudes, no statistically significant difference was observed in the mean of
median values in the rise time (WT: 1.481 ms + 0.1035; KO: 1.270 ms + 0.1564; t-test, p=0.2670) or in the
decay time (WT: 11.13 ms + 0.3408; KO: 10.81 ms + 0.2676; t-test, p=0.4720; data not shown).

Next we checked the glutamatergic activity during the same temporal window (Fig 5). As expected for this
age, the frequency of events is much lower compare to GABAergic activity. Contrary to what reported at P15
in CA1 area (Paolicelli et al., 2011), we did not observe any difference in glutamatergic activity at P8-P9
between WT and KO. Spontaneous activity had similar inter event intervals (WT: 877.3 ms + 118.0; KO: 1204
ms + 262.1; t-test, p=0.2722; data not shown), frequency (WT: 0.7556 Hz + 0.09909; KO: 0.8470 Hz + 0.2197;
t-test, p=0.7092; Fig 5A). Similar results were obtained for mEPSC (inter event intervals WT: 1763 ms + 284.9;
KO: 2349 ms + 292.1; t-test, p=0.1702; data not shown and frequency WT: 0.4252 Hz + 0.06415; KO: 0.3202
Hz + 0.04091; t-test, p=0.1866; Fig 5B). Due to the low frequency, only 50 events were pulled for cumulative
distribution of amplitudes and kinetics. Contrary to GABAergic events, both types of analysis show similar
WT and KO amplitudes of both spontaneous (WT: 15.67 pA + 1.552; KO: 17.85 pA + 2.067; KS, p=0.7658; t-
test, p=0.4103; Fig 5B) and miniature EPSCs (WT: 16.42 pA + 2.339; KO: 15.80 pA * 2.290; KS, p=0.8173; t-
test, p=0.8529; Fig 5D). The cumulative distributions of kinetics suggested that KO mice display
Glutamatergic events with faster kinetics (rise time: KS, p=0.0148; Fig S1C; decay time: KS, p=0.0148; Fig
S1D). However, as for miniature GABAergic events, no difference was observed in their mean kinetics,
nether in the rise time (WT: 1.660 ms + 0.1380; KO: 1.531 ms + 0.1062; t-test, p=0.4710) nor in the decay
time (WT: 5.361 ms £ 0.4386; KO: 4.725 ms + 0.3901; t-test, p=0.2948; data not shown).

Comparing the amplitudes between action potential dependent and independent (with TTX) events in the
same cell did not reveal any difference in GABAergic (Fig S2A; paired t-test in WT p=0.2842; in KO p=0.1691)
as well as glutamatergic events (Fig S2B; paired t-test in WT: p=0.6581; in KO: p=0.3321), suggesting that no

multiplicity is present at this age in CA3 in WT or KO mice.

According to these results, Fractalkine/CX3CR1 signaling appears to not affect synaptic glutamatergic activity
in CA3 at the beginning of the second postnatal week. However, if mean amplitudes of GABAergic events are
not different between wild type and CX3CR1 deficient mice, a subpopulation of larger events are generated

when Fractalkine communication is disrupted.
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Reduced frequency of a developmentally regulated network activity in CX;CR; deficient mice

Since the two types of amplitude analysis of GABAergic events show different results, we tested if the
subpopulation of larger events in KO could be correlated with an amplified alteration of the network activity.
is The network activity of the hippocampus is characterised during the first postnatal week by giant
depolarizing potentials (GDPs; Ben-Ari, 2001), which depend on both glutamatergic and GABAergic currents.
We tested GDPs towards the end of the first postnatal weak, when they start to decrease in frequency and
disappear (Fig 6). GDPs were present in both WT and KO mice between P7 and P9, decreasing progressively
their frequency, and became rare at P10 (Fig 6A-B). Bicuculline (20 uM) or NBQX (10 uM) plus D-AP5 (50 uM)
completely abolished GDPs in both KO and WT slices, confirming their dependence on GABA and Glutamate
receptors-mediated transmission. The duration of events was similar in both genotypes and decreased with
age (Fig 6C; 2-way ANOVA: age p<0.0001, genotype p=0.5113). However, genotype affected their frequency
(2-way ANOVA: age p<0.0001, genotype p=0.0015). Compared to their WT littermate, KO mice showed
almost half number of events at P7 (events/minute in WT: 3.24 + 0.61; KO: 1.39 + 0.32; Sidak’s test
p<0.0001), while no statistically significantly difference was observed at the other ages (Sidak’s test at P8,
p=0.4649; P9-P10 p>0.99). These results suggest that Fractalkine/CX3CR1 signaling significantly modulates

the frequency of neuronal network activity at the end of the first postnatal week of development.

Alteration of GABAergic synaptic activity maintained through the second postnatal week in CX3;CR;
deficient mice

We then checked if the maturation of GABAergic signaling is similar in the absence of fractalkine receptors,
and if the subpopulation of larger events observed at P8-9 is still present at P14-16. Similarly to the P7-P10
groups, no statistically significant difference was observed in basic intrinsic properties such as input
resistance (WT: 229,7 £ 21.17; KO: 190,7 + 8.11; t-test p=0.0698), membrane capacitance (WT: 149,1 +
19.84; KO: 194,5 + 26.05; t-test p=0.2199), threshold of action potential (WT: -42.32 + 0.79; KO: -41.96 +
1.30; t-test p= 0.8334) and spike amplitude (WT: 77,57 + 2.25; KO: 76,17 + 2.33; t-test p=6834).

Compared to events recorded at P8-P9, spontaneous GABAergic events frequency was increased in both WT
(6.42 £ 0.95 Hz; t-test p=0.0042; Fig 7A), and KO mice (7.94 + 1.1 Hz; t-test p=0.0016; Fig 7A). Similar results
were obtained for mIPSCs (WT: 5.93 + 0.75 Hz; t-test p<0.0001; KO: 7.94 + 1.1 Hz; t-test p=0.0016). In
contrast, the mean amplitude did not change with age for sIPSCs (WT: 41.39 + 3.92 pA at P14-16; t-test
p=0.5966; KO: 41.39 + 3.92 pA,; t-test p=0.7684) or mIPSC (WT: 45.73 £ 4.69 pA; t-test p=0.9161; KO: 44.76 +
7.26 pAto 45.73 + 4.69 pA; t-test p =0.9161). Consistently with synapses maturation, there was a decrease
in rise time mIPSCs in both genotypes (Fig 8A; B; WT: 0.85 + 0.05 ms; t-test p=0.0005 compared to P8-P9; KO:
0.76 + 0.06 ms; t-test, p=0.0095 compared to P8-P9), as well in decay time (Fig 8A,C; WT: 9.52 + 0.18 ms; t-
test, p=0.0039 compared to P8-P9; KO: 8.75 + 0.34 ms; t-test, p=0.0001 compared to P8-P9).
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Comparing GABAergic events recorded at P14-16 neurons between KO and WT mice, we observed similar
differences detected at P8-P9. The mean amplitude of median values of each cell of spontaneous and
miniature events was not statistically significant different between WT (Fig 7C-D; t-test, sIPSCs: p=0.4130;
mIPSCs: p=0.4573), while KS analysis indicated larger GABAergic events in KO mice (KS, sIPSCs: p=0.0030;
mIPSCs: p<0.0001). KS analysis of KO distribution showed faster kinetics compared to WT (Fig S1E-F; rise
time: KS, p<0.0001; decay time: KS, p<0.0001) whereas the mean values were similar in both genotypes (Fig
S1E-F; rise time: t-test, p=0.2639; decay time: t-test, p=0.1028). Finally, no difference was observed between
action potential dependent and independent (with TTX) amplitude events in the same cell (Fig S2C; paired t-
test in WT p=0.8195; in KO p=0.5826).

All our results suggest that the maturation of GABAergic synapses is similar in WT and KO mice, and that a
population with larger events and faster kinetics observed in KO at P8-P9 is maintained at the end of the

second postnatal week.

CX;CR; deficient mice do not display positive symptoms of schizophrenia in pre-pulse inhibition test
CX3CR; knock-out mice have been related to cognitive and behavioral deficits, including learning, memory,
social interaction and increased repetitive behavior (Rogers et al., 2011; Zhan et al., 2014). Recently some
evidences suggested that microglia may be implicated in the emergence of neuropsychiatric disorders like
schizophrenia (Weickert and Weickert, 2016). Thus, we tested if in our mice model which showed decreased
microglial density, reduced network activity and a subpopulation of larger GABAergic events during
development, there was an alteration of sensorimotor gating information in the adult. To this aim, we tested
if the startle reaction to the acoustic stimuli (120 dB) was decreased when preceded by a prePulse of three
different intensities (80, 85 and 89 dB) in the KO, WT and heterozygous mice (Fig 9). All genotypes displayed
a similar decrease in startle response dependent on the intensity of the prePulse without any statistical
differences between genotypes (in % of PPI after 80, 85 or 89 dB in WT: 17.73 £ 3.43,29.37 +7.12,42.08 +
6.75; HE: 20.52 £ 6.94, 37.85 £ 8.47, 48.88 £ 8.71; and KO: 21.13 + 5.35, 29.53 + 4.26, 46.20 £ 6.27; 2-way
ANOVA, p<0.0001 for prePulse intensity, p=0.5301 for genotypes). This result did not suggest that adult

CX3CR; deficient mice could display positive symptoms of schizophrenia.

Discussion

Microglial cells are already present in the CNS when neurons migrate, proliferate, differentiate, and establish
functional networks. It has recently emerged that a proper interplay between neurons and microglia is

essential for the establishment and maturation of synaptic networks in the developing brain (Schafer et al.,

2013; Sierra et al., 2014). Our results indicate that at P7-P9 fractalkine signaling controls the density of
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microglia in the CA3 region of the hippocampus. Furthermore, the frequency of GDPs is decreased in CX3CR1
KO mice at P7.

Microglia derive from myeloid progenitors born in the yolk sac and colonize the CNS during embryonic and
early postnatal life (Pont-Lezica et al., 2011). This colonization occurs in successive waves and, in rodents,
lasts until the second postnatal week. Comparing the effect of fractalkine on microglia distribution, previous
studies found a difference in the pattern of colonization of the barrel cortex without difference in total
density (Hoshiko et al., 2012), while a transient decrease has been observed at P8 and P15 in SR of CA1
hippocampal region (Paolicelli et al., 2011). Our analysis of microglia density in different hippocampal areas
during the development shows that it sharply increases between P6 and P9 and then it remains rather stable
until P15, although the absolute number of microglia increased (data not shown). Despite the density
increase is observed both in WT and KO mice, it was reduced in CA3 region in KO mice at P7-P9. An
interesting observation is that heterozygous mice can be different from the WT, suggesting that
cautiousness should be apply in using of heterozygous in the study of the role of fractalkine. Contrary to a
previous study our analysis did not show any statistical significant difference in density in CA1 area, or at
P15. This could be due to method used to quantify microglial density or to the different genetic background
(Routh et al., 2009). Thus, our work supports the hypothesis that fractalkine may regulate microglia density
in a spatial and temporal specific manner.

The P7-P9 window is particular important during development. The neurons still expand their dendritic tree
and their axons, while glutamatergic synapses are established and dendritic spines forms. Meanwhile GDPs
progressively decreases their frequency, until they disappear. This is accompanied by a gradual change in the
reversal of chloride towards more negative potential. GABAergic transmission is particularly important
during the development. Thanks to its excitatory role, it can induce synaptogenesis of both glutamatergic
and GABAergic synapses (Oh et al., 2016). Furthermore, interneuron dysfunction and defects in the
excitation/inhibition balance have been associated with several neurodevelopmental disorders including
Autism Spectrum Disorders (ASD) or Schizophrenia.

Suppression of Fractalkine signaling using CX3CR1 KO mice alters glutamatergic transmission at the end of
the second post-natal week as well social interaction in the adult (Paolicelli et al., 2011; Zhan et al., 2014). It
has been proposed that impairment of spine pruning from microglia could be responsible for these effects.
However, these modifications may originate during development (Melamed et al., 2014). Interestingly,
genetically modified mice with autistic behavior show alteration of GDPs frequency, though both increase
(Pizzarelli and Cherubini, 2013) and decreased (Cellot et al., 2016) frequency have been reported. Our results
show a reduced frequency of GDPs at P7 in KO mice compared to WT, although they disappear at the same
post-natal age. Thus, changes in KO mice in network activity in the first postnatal week, may participate in

the alterations observed in CX3CR1 KO mice later on.
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GDPs frequency depends on the excitatory/inhibitory balance so many mechanisms could be responsible for
the observed effect. There was no statistically significant difference on the GDPs duration between KO and
WT mice. Furthermore, the analysis of glutamatergic transmission does not reveal any difference. Similarly,
the mean amplitude or frequency of GABAergic transmission was not affected, although events in KO mice
seems to be faster and KS analysis revealed a population with larger events. However how these mild
changes would affect network activity it is difficult to predict. Indeed the net effect of GABA, excitatory or
inhibitory, at this age is not known and may change locally and dynamically (Khalilov et al., 2015).

How microglia could affect GDPs frequency it is not clear, but two main mechanisms types may be involved:
release of factors, influence on the circuit formation. CX3CR1 signaling is necessary for the development of
several morphological and physiological features of microglia (Pagani et al., 2015), thus it could also affect
factors release. Microglia may release BDNF and affect the chloride reversal, thus GABA effect, by regulating
KCC2 (Coull et al., 2005; Ferrini et al., 2013). However, this mechanism is unlikely since the extinction of
GDPs occurs at the similar postnatal day and KCC2 immunostaining in KO mice was similar to WT (data not
shown). Microglia can also release ATP (Pascual et al., 2012), which in turn may affect GDPs (Safiulina et al.,
2005). CX3CR1 ablation modify circuit formation affecting outgrowth of dopaminergic axons in the forebrain
and the laminar positioning of subsets of neocortical interneurons (Squarzoni et al.). Interneurons play a
fundamental role in GDPs generation, since some of them have been suggested to be hyper connected
through both electrically and chemical synapses forming a hub (Bonifazi et al., 2009). Genetic fate mapping
shows that early-generated GABA cells form a subpopulation of these hub neurons, which may correspond
to somatostatin expressing interneurons (Picardo et al., 2011; Villette et al., 2016). Furthermore, activation
of interneurons can positively or negatively modulate GDPs frequency according to their embryonic lineage
(Wester and McBain, 2016). Hence setting alteration of GABAergic cells may affect GDPs frequency.
Collectively our data show that neuron-microglia interaction affects both microglial density and neuronal
activity during the second post-natal week. While the observed effects may participate to synaptic
remodeling and connections observed later during development or on the adult, further studies need to
clarify the mechanisms. Understand and differentiate the consequences of microglia-neuron interaction in

structural changes from its direct influence on synaptic transmission is a future challenge.
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P7

P9

P15

WT

HE

KO

WT

HE

KO

WT

HE

KO

CA1-SR

102.1+17.63

96.53 £ 15.86

88.96110.03

164.0+10.81

166.2+16.49

141.0+£10.93

210.5+21.00

166.6+16.64

202.6+14.75

CA1-50

93.12+17.11

78.09+18.93

82.42 +8.330

170.3+12.69

169.9+19.53

125.2+11.84

185.4+15.48

159.8+13.01

191.7+18.84

CA3-SR

125.7 +16.89

92.61+10.48

126.5+12.5§

154.5+11.15

105.0+11.18

110.3+9.534

114.1+13.56)

92.95+7.973

113.6+12.45

CA3-50

186.1+19.44

122.1+13.07]

127.1+8.490)

149.6+11.45

120.8+12.47,

106.3+10.10

128.9+14.51]

144.8+17.35

158.7+10.04

Table 1 — Microglial density in dorsal Hippocampus of CX3CR1** (WT), CX3CR1*/***" (HE) and
CX3CR1°°"/¢%*" (KO) mice
Mean value £ SEM

Input resistance (mQ)

Membrane ca

pacitance (pF)

Spiking threshold (mV)

Spike amplitude (pA)

WT KO WT KO WT KO WT KO
P7/364,1+37.74 | 358,0+£6.18 |159,0£25.18 |107,8+11.41| -38.76+0.42 | -37.76+£0.15 | 58,93+£2.02 | 61,58+1.33
P8 302,2+16.84 |300,2+21.14 | 153,7+13.04 | 161,8+18.32 | -37.39+0.83 | -40.22+0.65 | 61,75£1.29 | 64,64%1.76
P9 227,6+22.37 |242,1+32.16 | 192,0+36.67 | 186,0+39.92 | -39.73+0.79 | -39.88+1.22 | 68,41+1.91 | 69,16%1.77

P10/ 222,8+36.78 |202,9+16.25 | 200,4+42.84 | 217,2+45.19 | -41.56+2.50 | -40.92+1.02 | 65,29+3.24 | 67,20+£1.58

Table 2 - Electrophysiological properties of CA3 pyramidal neurons from P7 to P10 CX3CR1*"* (WT) and
CX3CR1°°"/*°** (KO) mice.
Mean value £ SEM

Figure 1 — Evolution of microglia density from birth to the end of the second postnatal week.
(A) Merge epifluorescence images of coronal sections showing DAPI (grey) and microglia staining (anti-lba1l,
green) of the dorsal Hippocampus of PO, P3, P6, P9, P12 and P15 wild type mice (129sv).
(B) Subregions where microglia density was quantified: hippocampal fissure (black), strata oriens and
radiatum of Ammon’s Horns CA1 (blue) and CA3 (orange) and pyramidal layer (purple).
(C) Density of microglia (MG/mm?) as a function of postnatal day in different hippocampal subregions of wild
type 129sv mice. N = number of animals, n = number of hippocampal slices at PO: N=3, n=11; P3: N=3, n=12;

P6: N=4, n=16; P9: N=7, n=27; P12: N=4, n=16 and P15: N=3, n=11.

Figure 2 — Decreased microglial density in CA3 of CX3CR1 KO mice.
(A-C) Magnification of epifluorescence images of microglia from P7 (top), P9 (middle) and P15 (bottom)
CX3CR1+/+ (WT) and CX3CR1eGFP/eGFP (KO) mice. Measurement of the density in stratum oriens (A) and
stratum radiatum (C) is based on the colocalisation of DAPI staining (blue) and microglial cellular body
(green, anti-Ibal) indicated with a red arrow head.
(B-D) Quantification of microglial density in CA3 stratum oriens (B) and CA3 stratum radiatum (D) of
CX3CR1+/+ (WT), CX3CR1+/eGFP (HE) and CX3CR1eGFP/eGFP (KO) mice at P7 (top), P9 (middle) and P15
(bottom). Each point in histograms represents the mean density of one image.
* p<0.05, ¥*p<0.01, 2-way ANOVA. In WT, P7: N=3, n=11; P9: N=4, n=16; P15: N=3, n=9; in HE, P7: N=2, n=6;

P9: N=4, n=15; P15: N=3, n=11; in KO, P7: N=3, n=11; P9: N=4, n=18; P15: N=3, n=12.

Figure 3 — Similar intrinsic properties of CA3 pyramidal patched neurons from P7 to P10 between
CX3CR1* (WT) and CX3CR1°°"/**" (KO) mice.
Basic intrinsic properties of CA3 pyramidal neurons from WT (black) and KO (green) mice as function of
postnatal day including (A) Input resistances (MQ), (B) Membrane capacitances (pF), (C) Spiking threshold
(mV) and (D) Amplitude of action potentials (pA). Each point represents the mean value of one cell.
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Figure 4 — Subpopulation of larger GABAergic postsynaptic events in CX3CR1 deficient mice at the end of
the first postnatal week.

(A) Representative traces of spontaneous GABAergic postsynaptic activity (sIPSC) recorded with NBQX (10
uM) and DAPS5 (50 uM) in CA3 pyramidal neurons of WT (black) and CX3CR1 KO (green) P8-P9 mice, and
histogram of mean frequency. Each point represents the mean frequency of a recorded cell.

(B) Representative traces and histogram of mean frequencies of miniature GABAergic postsynaptic activity
(mIPSC) recorded with NBQX (10 uM), DAP5 (50 uM) and TTX (1 uM) in CA3 pyramidal neurons of WT (black)
and CX3CR1 KO (green) P8-P9 mice.

(C-D) Cumulative distributions of 200 random events per cell and the histogram of mean amplitudes (pA) of
sIPSCs (C) and mIPSCs (D). Each point represents the median value of a recorded cell.

Scale bars correspond to 1 s (X axis) and 50 pA (Y axis). KS test for distributions ***p<0,001, ****p<0,0001

Figure 5 — Glutamatergic synaptic activity is not modified in CX3CR1 deficient mice at the end of the first
postnatal week.

(A) Representative traces of spontaneous glutamatergic postsynaptic activity (SEPSC) recorded with
Bicuculline (20 uM) in CA3 pyramidal neurons of WT (black) and CX3CR1 KO (green) P8-P9 mice, and
histogram of mean frequency. Each point represents the mean frequency of a recorded cell.

(B) Representative traces and histogram of mean frequencies of miniature glutamatergic postsynaptic
activity (mEPSC) recorded with Bicuculline (20 uM) and TTX (1 M) in CA3 pyramidal neurons of WT (black)
and CX3CR1 KO (green) P8-P9 mice.

(C-D) Cumulative distributions of 50 random events per cell and the histogram of mean amplitudes (pA) of
SEPSCs (C) and mEPSCs (D). Each point represents the median value of a recorded cell.

Scale bars correspond to 0.5 s (X axis) and 20 pA (Y axis). KS test for distributions.

Figure 6 — Network activity frequency is decreased in CX3CR1 deficient mice.

(A) Representative traces of P7 CA3 pyramidal neurons from WT (black) and CX3CR1 KO (green) mice
showing the spontaneous Giant Depolarizing Potentials (GDPs signaled by an asterix).

(B) Frequency (GDPs/min) of recorded GDPs from WT (black) and KO (green) mice at P7, P8, P9 and P10.
(C) Duration (ms) of recorded GDPs in WT (black) and KO (green) mice at P7, P8, P9 and P10.

In histograms, each point represents the mean value of one cell. ***p<0,001 in 2-way ANOVA.

Figure 7 — Conserved subpopulation of larger GABAergic postsynaptic events at the end of the second
postnatal week in CX3CR1 deficient mice.

(A-B) Representative traces of GABAergic postsynaptic activity recorded in CA3 pyramidal neurons of P14-16
WT (black) and CX3CR1 KO (green) mice with quantitative comparison of mean frequency (Hz) between P8-9
and P14-16. Data from P8-9 are reproduced from figure 4 to allow comparison. Spontaneous activity (sIPSC,
A) is recorded with NBQX (10 uM) and DAP5 (50 uM), miniature activity (mIPSC, B) with NBQX, DAP5 and TTX
(1 uM). Scale bars correspond to 1 s (X axis) and 50 pA (Y axis).

(C-D) Cumulative distributions of 200 random events per cell and the mean amplitudes (pA) of sIPSCs (C) and
mIPSCs (D) recorded at P14-16.

In histograms, each point represents the mean frequency or the median amplitude of one cell.

**p<0.01, ***p<0,001, ****p<0,0001, student t-test or KS for distribution comparison.

Figure 8 — Similar maturation of GABAergic events kinetics between the first and the second postnatal
weeks in WT and CX3CR1 deficient mice.

(A) Average mIPSC traces of representative cells for WT (black) and KO (green) CA3 neurons at P8-9 (light
color) and P14-16 (dark color). Scale bars correspond to 10 ms (X axis) and 10 pA (Y axis).

(B) Comparison of rise time between P8-9 and P14-16 in WT (black) and KO (green).
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(C) Comparison of decay time between P8-9 and P14-16 in WT (black) and KO (green).
In all histograms, each point represents the median value of one cell. **p<0.01, ***p<0,001, student t-test.

Figure 9 — No effect of CX3CR1 deletion on pre-pulse inhibition of the acoustic startle reflex.
PPl expressed as percentage of inhibition startle amplitude (% PPI).
Data are represented as mean + SEM with n=8 or 9 mice per group.

Figure S1 — Kinetics of miniature GABAergic and glutamatergic events compared between WT and CX3CR1
deficient mice.

Cumulative distribution (left) and histogram of mean values (right) of rise time(A-C) and decay time (B-D) of
mIPSC (A-B) and mEPSC (C-D) at P8-P9.

Cumulative distribution (left) and histogram of mean values (right) of rise time(E) and decay time (F) of
mIPSC at P15-P16. In all histograms, each point represents the median kinetic of a recorded cell.

Figure S2 — TTX has no effects on GABAergic and glutamatergic events amplitudes, suggesting no synaptic
multiplicity.

Comparison of mean amplitudes (pA) between spontaneous and miniature events recorded in the same cell
without or with TTX (1 uM) respectively in WT (black) and CX3CR1 KO (green) mice. Each point represents
the median amplitude of one cell before and after the application of TTX.

(A) GABAergic events (mIPSCs) recorded at P8-9.

(B) Glutamatergic events (mEPSCs) recorded at P8-9.

(C) GABAergic events (mIPSCs) recorded at P14-16.
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PARTIE 4 - DISCUSSION
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Le travail mené au cours de cette thése avait pour but de mieux comprendre le réle des cellules
microgliales dans le développement des circuits neuronaux de I’'Hippocampe au cours de la premiére
semaine postnatale. Nous avons plus particulierement étudié I'impact d’un défaut de communication
neurone/microglie d’'une part sur la colonisation microgliale et d’autre part sur la transmission neuronale,
alors principalement GABAergique et caractérisée par une synchronisation spontanée des neurones
pyramidaux. Dans cette discussion, je reviendrai sur les résultats obtenus et sur leur implication au regard de

la littérature.

. La colonisation microgliale de I’'Hippocampe dans la période postnatale

Le systéme nerveux central est un organe complexe, constitué de différentes populations cellulaires
formant un ensemble fonctionnel. Parmi ces cellules, les neurones, les astrocytes ou encore les
oligodendrocytes sont issues du neuroectoderme, le tissu embryonnaire conduisant a la formation du
systeme nerveux central. A I'inverse, les microglies, ces cellules immunitaires découvertes au début du
XXeme siecle, proviennent non pas de I'embryon lui-méme mais du sac embryonnaire et colonisent
progressivement le cerveau alors en formation grace au systeme sanguin (Ginhoux et al., 2010 ; Schulz et al.,
2012 ; Kierdorf et al., 2013). Dans la période postnatale, leur distribution n’est pas encore « mature » et leur
densité augmente de facon significative avant de diminuer chez le rongeur a partir de la troisieme semaine
jusgu’a atteindre une répartition relativement homogene et similaire a celle de I'adulte (Dalmau et al., 1998
; Paolicelli et al., 2011 ; Delpech et al., 2016).

Au cours de cette étude, nous avons observée et quantifiée I'augmentation de la densité des cellules
microgliales entre la naissance (P0) et la fin de la seconde semaine postnatale (P15) dans I'Hippocampe de
souris de différentes souches génétiques black 6 et 129. Nous avons également pu constater que dans cette
méme fenétre de temps, la microglie subit une maturation morphologique puisqu’elle passe d’une forme
immature améboide, avec un corps cellulaire volumineux et peu de processus, a une forme plus complexe
avec un corps cellulaire plus petit et pourvu de nombreux prolongements de plus en plus complexes. Cette
maturation est quantifiable de facon précise grace a la mesure du volume global de la cellule et de son corps
cellulaire et par le comptage du nombre de processus, la mesure de leur longueur, le comptage du nombre

d’embranchements et de terminaisons.

Il est intéressant de constater que I'augmentation du nombre de microglies au cours du développement
postnatal est un phénomeéne conservé entre différentes espéces de rongeurs, et différentes souches de
souris, permettant ainsi la comparaison de données obtenues dans différentes études. Chez les deux lignées

de souris black 6 et 129, les microglies sont concentrées dans cette période postnatale au niveau de la
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fissure hippocampique, une zone hautement vascularisée, ce qui concorde avec le mode d’invasion de la
microglie depuis la périphérie et est en accord avec de précédentes études pointant la fissure
hippocampique comme un point d’entrée au cours de la colonisation de I'Hippocampe (Ashwell, 1991;
Dalmau et al., 1998). A I'inverse, les microglies sont moins présentes au niveau de la couche pyramidale,
certainement en raison de la forte densité des somas des neurones constituant cette couche de
I’'Hippocampe, la rendant quasiment imperméable a I'infiltration. Alors que la densité augmente
progressivement entre PO et P15 dans les cornes d’Ammon de I'Hippocampe chez les souris black 6, les
souris 129 présentent un profil de maturation Iégérement différent, avec un pic d’augmentation entre P6 et
P9, suivi d’'une densité relativement stable au cours de la seconde semaine postnatale. La deuxieme semaine
postnatale correspond chez le rongeur a la mise en place des connexions synaptiques glutamatergiques de
I’'Hippocampe, dont la microglie influence a la fois la sélection, par le phénomene de pruning (Stevens et al.,
2007 ; Paolicelli et al., 2011 ; Schafer et al., 2012), et la maturation (Paolicelli et al., 2011 ; Hoshiko et al.,
2012). La différence de colonisation entre les deux souches de souris pourrait étre liée a une implication
différente de la microglie dans le développement synaptique ou a différentes voies de signalisation mises en

jeu dans la migration microgliale.

La distribution de la microglie au cours du développement postnatal dépend en effet de
I’environnement dans lequel elle évolue. Il a par exemple été montré que dans le cortex somato-sensoriel, la
distribution de la microglie correspondait a la localisation des connexions synaptiques (Hoshiko et al., 2012).
Dans cette région corticale particuliére associé aux moustaches du rongeurs, les fibres thalamo-corticales
forment des clusters en forme de tonneaux dont la microglie est initialement exclue. C'est a P6, lorsque les
synapses se mettent en place, que les microglies envahissent les tonneaux. La microglie semble ainsi

répondre a un signal émis par les neurones : la Fractalkine.

Il. Le r6le de la Fractalkine et de son récepteur microglial CX3CR1 dans la distribution de la

microglie au cours du développement postnatal

La Fractalkine est une chimiokine exprimée par les neurones au niveau de leur membrane, pouvant étre
libérée dans le milieu extracellulaire et dont plusieurs études ont a ce jour démontré l'influence sur la
distribution des cellules microgliales au cours du développement (Paolicelli et al., 2011 ; Hoshiko et al., 2012
; Ueno et al., 2013). Par exemple, dans le cortex somatosensoriel, I'entrée des microglies dans les structures
en tonneaux est retardée d’une journée chez les souris CX3CR1%°"/*°"" dont les microglies sont dépourvues
du récepteur microglial CX3CR1 a la Fractalkine, suggérant I'importance de cette voie de signalisation dans

leur localisation spatio-temporelle (Hoshiko et al., 2012). Dans notre étude, nous avons montré que la
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distribution des cellules microgliales des souris CX3CR1 ¢77/¢*P ¢tait également modifiée dans la région CA3
de I'Hippocampe dans une fenétre temporelle similaire : a P7- P9 dans le stratum oriens et a P9 dans le
stratum radiatum. Cette fenétre temporelle correspond a la période de développement synaptique dans
cette région de I'Hippocampe, a la fois glutamatergique, puisque les premiéres épines dendritiques
apparaissent en oriens et en radiatum aux alentours de P4-P5 et augmentent jusqu’a la fin de la troisieme
semaine postnatale (Gaiarsa et al., 1992) et GABAergique (Marty et al., 2002). Chez les souris CX3CR1 KO, la
migration des microglies alors insensibles a la Fractalkine libérée par les neurones serait perturbée, pouvant
induire leur mauvaise distribution spatiale. La diminution de la densité pourrait également reposer sur un
changement des propriétés des cellules microgliales dépourvues du récepteurs CX3CR1, dont le défaut de

migration a déja été mis en évidence (Liang et al., 2009 ; Pagani et al., 2015).

Comme dans le cortex somato-sensoriel, I’altération est transitoire, puisque dans notre modele les
souris KO présentent la méme densité a P15 que les souris de type sauvage. Cet effet transitoire pourrait
étre d( au fait que la voie de signalisation fractalkine n’est pas le seul signal guidant la migration des cellules
microgliales au cours du développement. Cette voie de signalisation pourrait étre particulierement
impliquée a une étape précise du développement de I’'Hippocampe puis laisser la place a d’autres signaux
comme les cytokines ou I’ATP. Il pourrait également s’agir d’un phénomene de compensation mis en place
chez les souris CX3CR1 KO, avec I'apparition d’une nouvelle voie de signalisation ou le renforcement d’une

voie normalement auxiliaire.

De fagon inattendue, nous n’observons pas de réduction similaire en CA1, contrairement a ce qui avait
été montré dans une autre étude ou la densité microgliale était réduite dans le stratum radiatum de CA1l de
P8 a P28 (Paolicelli et al., 2011). Cette différence pourrait étre d’ordre technique, notre méthode de
guantification a partir d’acquisition en épifluorescence ne nous permettant peut-étre pas d’observer une
légere différence. Cependant, cette explication reste peu probable car notre étude de la densité microgliale
se fait a I'échelle d’'une sous-région entiére et non d’une portion de celle-ci. La divergence des résultats
pourrait également correspondre a une variabilité entre différentes souches de souris. En effet, nos souris
étant de fond génétique 129, nous avons vu précédemment que la distribution des microglies pouvait y étre
l[égerement différente de celle observée chez les souris black 6, utilisées dans I’étude de Paolicelli. Chez les
souris 129, la Fractalkine pourrait avoir moins d’influence en CA1 qu’en CA3, soit parce qu’elle ne serait pas
libérée en quantité homogene dans les deux régions, soit parce que la microglie n’y serait pas réceptive de la
méme facon. Ceci suggérerait la présence de populations hétérogénes de microglies, peut-étre a différents

stades de maturation avec un profil génétique inégal.
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Malgré les divergences, nos résultats confirment la mise en jeu de la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1 entre neurones et microglies et son importance pour la colonisation microgliale au cours

du développement postnatal.

. Le réle des microglies dans le remodelage synaptique

Le développement des connexions synaptiques se caractérise par une période d’intense synaptogénese
suivie de la suppression des synapses surnuméraires a laquelle participe la microglie au travers du pruning.
Ce phénomene de phagocytose localisée vise notamment les éléments présynaptiques et les épines
dendritiques de fagon dépendante de la voie de signalisation C3 et de son récepteur CR3 (Paolicelli et al.,
2011 ; Schafer et al., 2012). Nous avons mis en évidence au cours de cette étude, que la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1 n’avait pas d’'impact sur le remodelage synaptique GABAergique des neurones
pyramidaux de CA3 au cours du développement postnatal.

En effet, la fréquence des évenements liés a la transmission GABAergique, spontanée comme miniature
(sIPSCs et mIPSCs), est similaire a P8-9 chez les souris de type sauvage et CX3CR1 KO, suggérant un nombre
identique de synapses. La fréquence des courants synaptiques excitateurs médiés par le Glutamate n’étant
pas non plus affectée en CA3 par la délétion du récepteur CX3CR1 dans cette fenétre temporelle, nous avons
émis I’hypothese que le remodelage pouvait avoir lieu plus tard, au cours de la deuxieme semaine
postnatale comme démontré sur les épines dendritiques dans la région CA1 (Paolicelli et al., 2011). Or, la
fréquence des sIPSCs et mIPSCs n’est pas non plus affectée a la fin de la deuxiéme semaine postnatale (P14-
16). Ces résultats suggerent que la microglie ne jouerait pas le méme réle dans le développement des
synapses excitatrices et inhibitrices. L’hypothése la plus évidente pour expliquer cette différence vient de la
forme méme des différentes synapses. En effet, contrairement aux synapses glutamatergiques localisées au
niveau de petites excroissance dendritiques, les épines, les synapses GABAergiques sont majoritairement
présentes sur le soma des neurones pyramidaux ou directement sur I'arbre dendritique ou axonal. Cette
construction particuliere ne permet peut-étre pas aux microglies de venir sectionner et phagocyter la
synapse.

Cependant, il ne peut étre exclu que la divergence des résultats obtenus dépende d’une spécification
régionale. La microglie pourrait jouer un réle légerement différent en CA3 qu’en CA1, possiblement en
raison de connectivités afférentes spécifiques ou d’'un environnement cellulaire et moléculaire différent.
Enfin, la variabilité pourrait également étre due au fond génétique différent des souris. Il a par exemple été
montré que les épines dendritiques en CA1 étaient plus courtes chez les souris 129 comparées aux souris
black6, ce qui pourrait sous-tendre un phénomeéne de pruning microglial moins prononcé (Routh et al.,

2009).
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V. L'influence de la microglie sur la transmission synaptique GABAergique

En complément de son implication dans le remodelage postnatal des synapses excitatrices, il a été
montré que la microglie pouvait influencer la transmission neuronale au cours du développement (Paolicelli
et al., 2011; Hoshiko et al., 2012). La délétion du récepteur CX3CR1 a notamment pour effet d’altérer la
maturation du signal glutamatergique en ralentissant 'augmentation de la composition AMPA de la
transmission (Hoshiko et al., 2012). De méme, la transition des sous-unités GIUN2B vers GIuN2A des
récepteurs NMDA est réduite chez les souris CX3CR1 KO. Cette maturation du signal pourrait refléter
I’élimination des synapses immatures. Elle pourrait également étre due a la libération de facteurs
microgliaux stimulant directement la maturation synaptique, comme le BDNF qui facilite la formation de
nouvelles synapses au cours de I'apprentissage chez I'adulte (Parkhurst et al., 2013), ou le TNF-a, I'IL-1f et le
TGFB2 augmentant I'expression des récepteurs AMPA a la membrane (Beattie et al., 2002 ; Lai et al., 2006 ;
Bae et al., 2011).

Cependant, I'ensemble de ces données mettent en évidence un réle microglial dans la maturation du
signal spécifiquement glutamatergique. Or, nous avons montré au cours de notre étude, que la délétion du
récepteur CX3CR1 avait également un effet sur la transmission GABAergique. En effet, alors que I'amplitude
et les cinétiques moyennes des mIPSCs ne sont pas modifiées, la distribution des événements réveélent une
proportion plus importante d’événements GABAergiques plus rapides et de plus grande amplitude chez les
souris KO. Cette altération observée a P8-9 est maintenue dans le développement a P14-16. Selon une
premiere hypothese, ces évenements plus amples pourraient refléter une immaturité des synapses
GABAergiques, dont on attend une diminution de I'amplitude des courants au cours de la période postnatale
(Cohen et al., 2000). Cependant, la diminution de I'amplitude est corrélée au cours du développement
postnatal avec une diminution des cinétiques de montée et de décroissance, c’est-a-dire a des événements
plus rapides (Cohen et al., 2000). La présence de synapses GABAergiques immatures dans notre modele
devrait donc produire des événements plus amples et plus lents, ce qui n’est pas le cas. Ce paradoxe nous

meéne vers une seconde hypothése, impliquant la mise en jeu de différentes populations d’interneurones.

En effet, les événements plus amples et plus rapides que nous observons chez les souris KO pourrait
étre dus a une proportion plus importante de synapses issues d’interneurones a décharge rapide comme les
cellules en panier exprimant la parvalbumine. Cette hypothése est soutenue par I'étude de Squarzoni et al.,
qui ont mis en évidence l'influence des cellules microgliales, et notamment la voie de signalisation
Fractalkine/CX3CR1, sur la distribution des interneurones spécifiquement parvalbuminergiques au cours du

développement embryonnaire et postnatal (Squarzoni et al., 2014). Ainsi, chez nos souris CX3CR1 KO, les
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interneurones a décharge rapide pourraient étre plus nombreux ou différemment distribués au niveau de

CA3 et avoir par conséquent un impact plus important sur la transmission GABAergique dans cette région.

V. La modulation de I’activité de réseau par les microglies

L'Hippocampe, et plus particulierement la région CA3, est caractérisée au cours de la période postnatale
par la production d’une activité de réseau spécifique : les GDPs (Ben-Ari et al., 1989). Ces événements de
synchronisation spontanée sont importants pour le renforcement synaptique et la formation des réseaux
neuronaux adéquats (Kasyanov et al., 2004 ; Mohajerani and Cherubini, 2006 ; Mohajerani et al., 2007 ; Ben-
Ari et al., 2012). Par exemple, dans la contexte de I'autisme, un désordre neuropsychiatrique défini par des
défauts de connectivité et un déséquilibre de la balance excitation/inhibition de la transmission synaptique,
des modeles animaux présentent une altération de la fréquence d’apparition des GDPs (Pizzarelli and
Cherubini, 2013; Cellot et al., 2016). Dans notre étude, nous avons montré une perturbation similaire des
GDPs dont la fréquence est diminuée de moitié chez les souris CX3CR1 KO a la fin de la premiére semaine
postnatale (P7). Cette altération est cohérente avec la connectivité interrégionale réduite et I'’émergence de
symptomes caractéristiques de I'autisme observée chez la souris CX3CR1 KO, comme la diminution des

interactions sociales et 'augmentation des comportements répétitifs (Zhan et al., 2014).

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer I'impact de la délétion CX3CR1 sur la fréquence des GDPs. La
premiere repose sur la libération d’un modulateur connu de I'activité de réseau par les microglies : le BDNF
(Ferrini and De Koninck, 2013). Chez I’adulte en condition pathologiques, ce facteur a pour effet de diminuer
I’expression du transporteur au chlore KCC2 et par conséquent de diminuer la concentration intracellulaire
en chlore ainsi que I'effet inhibiteur du GABA (Coull et al., 2005). A I'inverse, I'inactivation du transporteur
NKCC1 responsable de I'effet excitateur du GABA au cours du développement, diminue la fréquence des
GDPs (Allene et al., 2012). Le ratio KCC2/NKCC1 constitue donc un critére déterminant pour la génération
des GDPs. Chez les souris CX3CR1 KO, la diminution de la densité microgliale observée en CA3 a P7 pourrait
induire la réduction de la libération de BDNF et par conséquent un ratio KCC2/NKCC1 augmenté, diminuant
ainsi la fréquence des GDPs.

Afin d’explorer cette piste, nous avons procéder au marquage immunohistochimique du transporteur KCC2
permettant la mesure de son expression relative dans I’'Hippocampe de souris de type sauvage et CX3CR1
KO. Les résultats préliminaires obtenus a 9 jours postnataux, ne présentent aucune modification de la
densité des clusters formés par la pompe KCC2, dans aucune région de I'Hippocampe, mais une
augmentation de l'intensité du marquage dans le stratum oriens de CA3 chez les souris CX3CR1 KO. Ces

résultats préliminaires pourraient supporter I’hypothése d’une expression augmentée de KCC2 menant a un
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effet moins excitateur du neurotransmetteur GABA et par conséquent a la diminution de la fréquence des

GDPs, mais demandent une investigation plus profonde.
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Résultats préliminaires comparant les marquages immunohistochimiques de la pompe KCC2 chez les souris de type sauvage (WT) ou
CX3CR1 KO (KO). Les images ont été acquises en microscopie confocale. Les graphes correspondent a la densité des clusters (nombre
de clusters par um? a gauche) et a 'intensité normalisée du marquage (a droite) dans différentes régions de I’Hippocampe.

WT : n=8, KO n=6. * p<0.05 selon le test de student.

La seconde hypothése repose sur la modification de la distribution des interneurones a décharge
rapide, suggérée par I'étude de I'activité synaptique. En effet, les GDPs sont initiés dans la période
postnatale par des interneurones assemblés en « hub » (Bonifazi et al., 2009 ; Picardo et al., 2011 ; Allene et
al., 2012 ; Villette et al., 2016). Ces noyaux d’interneurones hyperconnectés contiennent a la fois des cellules
en panier exprimant la parvalbumine et des interneurones a projection lointaine exprimant la
somatostatine. Une perturbation de la distribution des interneurones a décharge rapide (parvalbumine)
pourrait donc modifier la constitution du réseau et ainsi expliquer un changement de fréquence des GDPs.
Afin d’explorer cette hypothése, il serait intéressant de réaliser un marquage immunohistochimique de
différentes populations d’interneurones et de caractériser leur présence et leur distribution dans

I’'Hippocampe selon la délétion ou non de la voie de communication Fractalkine/CX3CR1.
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Une autre explication a la diminution de la fréquence des GDPs que nous observons pourrait également
étre liée a une modification des caractéristiques intrinseques des interneurones du hub, peut-étre une
excitabilité réduite induisant une diminution des évenements de dépolarisation spontanée. L’étude des
activités de réseaux de CA3, incluant les GDPs mais également les événements calciques SPAs, ainsi que
I’évaluation des propriétés électrophysiologiques intrinséques des interneurones au cours des premiers
jours postnataux, avant que la densité microgliale ne soit affectée par la délétion du récepteur CX3CR1,

constituerait une piste a explorer intéressante.

VI. Les souris CX3CR1°°""/**" des souris schizophrénes ?

Alors que |'altération de I’activité de réseau immature observée en CA3 au cours de cette étude est
cohérente avec une connectivité réduite et I'’émergence de symptémes autistiques chez la souris CX3CR1 KO
adulte, de plus en plus de données suggérent également I'implication d’un phénomene inflammatoire et de
la microglie dans le développement de la schizophrénie (Miiller et al., 2015 ; Weickert and Weickert, 2016).
De plus, notre fenétre d’étude en fin de premiere semaine postnatale semble correspondre a une fenétre
critique dans le développement de la schizophrénie. L'un des modeéles classiques mis au point pour tester les
hypothéses sur I’origine de la maladie repose notamment sur une lésion néonatale de I'Hippocampe ventral
de rats par injection d’acide iboténique a 7 jours postnataux (Tseng et al., 2009). L'importance de cette
exacte fenétre temporelle dans I’'émergence de la maladie, a été confirmé par |'apparition de perturbations
comportementale caractéristiques de la schizophrénie, chez des rats dont les cellules microgliales de
I’'Hippocampe ont été activées par injection locale de LPS a 7 jours postnataux (Zhu et al., 2014). Cette étude,
met également en évidence les conséquences d’une altération de la fonction microgliale au cours du
développement postnatal sur I'émergence de la maladie.

Afin de tester cette hypothése par une premiere approche, nous avons soumis des souris de type sauvage ou
mutées CX3CR17°™ et CX3CR1%°"/*°" 3 un test comportemental classique permettant de mettre en
évidence des symptomes de la schizophrénie : le test de PPI (pre-pulse inhibition). Ce test repose sur le
comportement naturel du rongeur a sursauter lorsqu’il est soumis a un stimulus sonore de forte intensité.
Lorsque ce stimulus est précédé d’un stimulus de faible intensité, la réaction du rongeur diminue. Chez les
patients schizophrénes comme chez les modeéles animaux de schizophrénie, cette inhibition par le pré-
stimulus est réduite. Au cours de notre étude, nous n’avons observé aucune différence de réaction de
sursaut chez les animaux de type sauvage ou CX3CR1 KO et HE. Ces résultats ne nous permettent donc pas
de supporter un réle de la microglie et de la voie de signalisation Fractalkine/CX3CR1 dans "apparition de

symptoémes positifs liés a la physiopathologie de la schizophrénie.
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VII. Perspectives

Au cours de cette étude, nous avons montré que la microglie joue un role dans le développement de la
transmission synaptique GABAergique et influence de fagon significative I'activité de réseau caractéristique
de CA3 dans la période postnatale, ce qui pourrait avoir un impact majeur sur la connectivité de
I’'Hippocampe. Cependant, les mécanismes qui sous-tendent la fonction exacte de la microglie dans ce
contexte restent encore a élucider. Il serait notamment intéressant de compléter ces travaux par I'étude
immunohistochimique de la distribution des différentes populations d’interneurones suite a la suppression
de la voie de communication Fractalkine/CX3CR1.

De méme, différencier le role de I'interaction neurone-microglie sur la formation des réseaux au cours
du développement, de son implication en temps réel dans la transmission synaptique constitue un enjeu
futur majeur. Cependant, cette perspective nécessite encore a ce jour la mise au point de nouvelles

méthodes d’altération inductible de la communication neurone-microglie.

Par ailleurs, I'implication de la microglie dans la physiopathologie de la schizophrénie présente un
intérét grandissant. Il a par exemple été montré qu’une activation des cellules microglies par I'injection de
LPS dans I'Hippocampe a la fin de la premiére semaine postnatale induit I'apparition de symptomes
assimilables a la schizophrénie. L’étude de la microglie dans un modéle animal reconnu de la schizophrénie
permettrait de mettre en évidence son implication dans I'apparition de la maladie. Un nombre conséquent
de modeéles développementaux ont été généré afin de tester les hypotheses sur I'origine de la maladie. Ces
modeles miment une grande partie des caractéristiques neurobiologiques et cliniques de la schizophrénie et
ouvrent des perspectives dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Parmi ces modeles,
le modéle MAM est un modeéle robuste qui consiste a injecter une rate a 17 jours de gestation avec un
antimitotique, le méthyxazoxyméthanol, altérant ainsi la neurogénese (Lodge and Grace, 2009). Les ratons
issus de cette portée présentent des I'adolescence des symptomes de type schizophréniques et des
altérations histologiques au niveau de I'Hippocampe similaires a celle observées post mortem chez les
patients atteints de schizophrénie (Lodge, 2013). Dans ce modele, il serait intéressant d’étudier au cours du
développement postnatal, d’une part la distribution et la morphologie des cellules microgliales et d’autre

part la transmission synaptique (notamment GABAergique) et I'activité de réseau de I'Hippocampe (GDPs).
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