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Préface

L’interleukine-1 beta (IL-1p) est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans I’initiation de
I’inflammation. Dans les cellules immunitaires, cette cytokine est synthétisée sous la forme
d’un précurseur immature et nécessite un clivage enzymatique pour devenir biologiquement
active. Pendant des décennies, il était admis que le réle de I’'TL-1p se limitait & la régulation des
processus inflammatoires. Cependant, un nombre croissant d’évidences supporte I’idée, qu’en
condition homéostatique, des cellules non-immunitaires du systeme nerveux central (SNC)
peuvent exprimer et/ou étre réactives a I’'IL-1P. Entre autres, cette cytokine est capable de
moduler ’activité synaptique et la plasticité des réseaux a la suite d’une activité neuronale

soutenue en condition non-inflammatoire.

L’ensemble de cette étude consiste a étudier I’IL-1p dans un systéme non-inflammatoire.
Cependant, au travers de I’introduction notamment, vous découvrirez majoritairement les
mécanismes et les rbles de cette cytokine en condition inflammatoire au niveau du systeme
périphérique. Ceci est di au fait que pendant des décennies, I’IL-1p a été étudiée dans ce
contexte car elle a été découverte aprés induction d’un statut inflammatoire et qu’elle est
massivement produite durant ce phénomeéne. De plus, 1/ le dogme établi classait I’TL-1f parmi
les molécules « pro-inflammatoire », 2/ il était admis qu’elle ne pouvait pas étre produite en
condition physiologique et 3/ les technologies ne permettaient pas une étude fine de cette
cytokine pour de tres faibles concentrations. Pour ces raisons, les données des actions de 1’IL-
1B en condition homéostatique sont limitées, en particulier dans le SNC, un systéme possédant
ses propres particularités par comparaison avec le systéme périphérique. Enfin, les mécanismes
de production d’IL-1B, maintenant bien caractérisés en condition inflammatoire, ne semblent

pas s’appliquer en condition physiologique, expliquant le peu d’informations a ce sujet.

Ainsi, dans cette ¢tude, vous trouverez un état de 1’art des mécanismes de production et des
roles associés de I'IL-1B dans le systéme périphérique, puis dans le SNC, en condition
inflammatoire. Ensuite, vous serez guidés vers 1’état actuel de la littérature vis-a-vis des réles
de cette cytokine en condition physiologique, réles focalisés sur les actions de I’'IL-1p au niveau
du SNC, en particulier sur les neurones, puisque 1’ensemble de ces travaux sont axés sur ce type
cellulaire. Cependant, il est important de noter que 1’IL-1p possede aussi des roles modulateurs
en condition non-inflammatoire dans le systeme périphérique, mais ces derniers ne seront pas

décrits dans cette étude. Bonne lecture.
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1. Les cytokines : messagers de I’inflammation

1.1. De la fievre aux interleukines

Les organismes pluricellulaires ont, depuis leur apparition, constamment di s’adapter a leur
environnement. Cette adaptation inclut un mécanisme de défense vis-a-vis des agressions
extérieures, qu’elles soient physiques, chimiques ou organiques. En effet, les végétaux comme
les animaux, vivent en symbiose avec les organismes unicellulaires, tels que les bactéries.
Néanmoins, ce fragile équilibre peut-étre déstabilisé par de nombreux facteurs extrinséques ou
intrinséques a 1’organisme. De méme, certains pathogénes, tels que les virus ou les parasites
ont besoin dun héte pour se reproduire et survivre. Ainsi, chaque organisme posseéde un
systéme immunitaire, dispos¢ & maintenir 1’intégrité biologique et homéostatique d’un individu
face aux diverses menaces. Les stratagémes et mécanismes de défenses du systeme immunitaire
sont divers et variés, adaptés a la plupart des pathogenes. Parmi ces derniers, un mécanisme
particulier est retrouvé, dont le premier objectif est de limiter la prolifération des pathogenes

dans I’organisme : la fievre.

La fievre fut, au départ, considérée comme conséquence surnaturelle liée a des pratiques
occultes relevant d’une action magique ou liée a I’intervention de divinités religieuses (Gensini
et al., 2004). Entre le V* et le 1V® siecle av. J.C, Hippocrate se pencha sur des observations
cliniques de personnes malades et développa la « théorie des humeurs » en décrivant plusieurs
types de fievres. Au XV I° siecle, Gerolamo Fracastoro fournit la premiére explication plausible
reliant fievre et infection en expliquant que celle-ci serait causée par le passage de petits corps
d’un individu a un autre, ouvrant alors 1’idée de contagion (Gensini et al., 2004). Ce n’est qu’a
partir du XIX® siecle que les théories sur la fiévre s’ajustent notamment avec les explications

de Claude Bernard puis Louis Pasteur.

A partir des années 1940, des études pionniéres sur des lapins tentent de comprendre ce qui
induit la fievre. En 1943, Menkin isola une globuline pyrogénique, appelée pyrexine,
responsable de I’induction d’une fiévre. A 1’époque, les recherches identifiérent des propriétés
biologiques similaires entre la pyrexine et les endotoxines bactériennes (C. A. Dinarello, 2015
; Elevation, 1960). Durant les années 60-70, avec I’avancée des recherches, notamment sur les
lapins, le terme pyrexine devient « facteur pyrogenique endogene » (Rutz & Ouyang, 2016).
C’est en 1979 que Rosenwasser, Dinarello et Rosenthal identifiérent le « facteur d’activation

lymphocytaire » qui deviendra la méme année « I’interleukine-1 » (ou IL-1) (Rosenwasser et
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al., 1979). C’est cette méme année qu’on commencera a parler d’immunité innée. L’année 1984
marque a son tour une avancée majeure car I’ADN codant (ADNc) pour I’IL-1 est cloné (Auron
et al., 1984). En 1985, on distingue interleukine-1 alpha (IL-1a) et interleukine-1 béta (IL-1p).
De nos jours, de nombreuses cytokines ont été identifiées et classées par superfamille.
Concernant les deux précurseurs (IL-1a et I’IL-1B), ils appartiennent a la superfamille de

I’interleukine-1.

1.2. La superfamille de I’interleukine-1

Aujourd’hui, la superfamille de I’interleukine-1 (IL-1) compte 11 membres, déclinee en 3 sous-
familles : IL-1, 1L-18 et IL-36 (C. A. Dinarello, 2018). Parmi ces cytokines, certaines ont une
activité pro-inflammatoire et d’autres, anti-inflammatoire (tableau 1). Lors de leur découverte
et pour faciliter leur classement, les interleukines possédaient 1’appellation IL-1F suivi d’un
numéro (ex : IL-1F1 = IL-1a). Néanmoins, pour des raisons pratiques, la nomenclature a été
changée, prenant en compte leur fonction (C. Dinarello et al., 2010). Dans ce chapitre, seule la
sous-famille IL-1 sera détaillée, a I’exception de 1’IL-33, et I’IL-1p sera plus longuement

étudiée dans le deuxieme chapitre.

Nomenclature actuelle | Nomenclature précédente Fonction
Sous-famille IL-1
IL-1a IL-1F1 Pro-inflammatoire
IL-1B IL-1F2 Pro-inflammatoire
IL-33 IL-1F11 Pro & anti-inflammatoire
IL-1RA IL-1F3 Anti-inflammatoire
Sous-famille IL-18
IL-18 IL-1F4 Pro-inflammatoire
IL-37 IL-1F7 Anti-inflammatoire
Sous-famille IL-36
IL-36a IL-1F6 Pro-inflammatoire
IL-36p IL-1F8 Pro-inflammatoire
IL-36y IL-1F9 Pro-inflammatoire
IL-36Ra IL-1F5 Anti-inflammatoire
IL-38 IL-1F10 Anti-inflammatoire

Tableau 1 : La superfamille de I'interleukine-1
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1.2.1. Sous-famille de ’interleukine-1

L’IL-1a, ’IL-1B et I’IL-1Ra sont codées respectivement par les génes de I’ll-1a, 1’ll-15 et
I’ILIRN présents sur le long bras du chromosome 2 humain (2914-g21) (McMahan et al., 1991
; Steinkasserer et al., 1992). L’IL-1a et I'IL-1p possédent 45% d’homologie au niveau de leur
séquence d’ADN (Galozzi et al., 2021) et 23% d’homologie au niveau de leur séquence
peptidique (Priestle et al., 1988).

1.2.1.1. Interleukine-l1a (IL-1a)

L’interleukine-1a est une protéine de 31 kDa synthétisée sous la forme d’un précurseur (pro-
IL-10) de 271 acides aminés possédant un signal de localisation nucléaire (Wessendorf et al.,
1993). Elle est constitutivement exprimee a faible concentration en condition physiologique
mais son expression augmente en présence de signaux inflammatoires ou de stress cellulaire
(Voronov et al., 2018). Au niveau structural, elle se distingue de I’'IL-1f en subissant une
myristoylation et une acétylation sur la Lys 82 (Stevenson et al., 1993) ainsi qu’une
phosphorylation sur la Ser 90 (Beuscher et al., 1988). Elle est constituée de 12 feuillets 3
antiparalléles plus un feuillet f supplémentaire en position N-terminal (figure 1) (Graves et al.,
1990). Enfin, a la différence de I’'IL-1p, I’IL-1a est active sous sa forme pro-IL-1a. Toutefois,
le précurseur peut étre clivé par différentes enzymes, telles que la neutrophil elastase, le
granzyme B, des calpaines ou encore la chymase (Afonina et al., 2015) pour donner une forme
mature aussi bioactive, dont les fonctions biologiques different de celles du précurseur.
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Figure 1 : Représentation schématique de I’IL-1a

A : Représentation du squelette carboné du précurseur de I’IL-1a (adapté de Graves et al., 1990) B :
Schéma de I’IL-1a décrivant le signal de localisation nucléaire, les différents sites de maturation par les
enzymes ainsi que la séquence active une fois clivée (adapté de Afonina et al., 2015). NE : Neutrophil
elastase ; GzmB : Granzyme B.

L’IL-1a possede des rdles a différents niveaux. Au niveau nucléaire, la pro-IL-1a, grace au
signal de localisation nucléaire, se lie & la chromatine pour inhiber les meécanismes
d’inflammation durant I’apoptose et joue aussi le rdle de facteur de transcription pour stimuler
la sécrétion de chimiokines (Galozzi et al., 2021 ; Werman et al., 2004). Ce méme précurseur
peut étre ancré a la surface de la membrane plasmique et interagir avec d’autres cellules pour
promouvoir la proliferation des lymphocytes T (Brody & Durum, 1989). Dans le milieu
extracellulaire, seule la forme clivée est retrouvée. L’IL-1a est considérée comme une alarmine
qui va initier la réponse inflammatoire stérile en présence de signaux de nécrose (figure 2).
Cette cytokine est impliquee dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, tumorales,

épithéliales et infections microbiennes.
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Figure 2 : Maturation et fonctions biologiques de I’IL-1a (d’apreés Afonina et al., 2015)

La maturation de I’IL-1a intervient grace a la chymase, la neutrophil elastase ou le granzyme B apres
un signal de nécrose. Cette cytokine va déclencher une réponse inflammatoire en agissant sur différents
types cellulaires.

1.2.1.2. Interleukine-1p (IL-1P)

L’IL-1P est produite sous la forme d’un précurseur de 31 kDa (pro-IL-1p) de 269 acides aminés.
Elle est synthétisee par les macrophages et les cellules dérivées de la lignée myéloide. A la
différence de son homologue I’'IL-10, I’'IL-1f ne posséde pas de signal de localisation nucléaire
et ne subit aucune modification post-traductionnelle. Cette cytokine est composée de 12
feuillets B antiparalléles repliés en 3 motifs symétriques qui forment la structure secondaire
(figure 3) (Priestle et al., 1988). A la différence de I’IL-1a, I’IL-1p doit étre clivée pour étre
bioactive. La principale enzyme responsable de ce clivage est la caspase-1 qui coupe au niveau
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de I’Asp26 et de I’Asp116. L’IL-1P peut aussi étre clivée par la neutrophil elastase, la cathepsin
G, la chymase, la protéinase 3 et la caspase 8 (Afonina et al., 2015). Les conditions de

maturation de I’IL-1P passent par différentes voies qui seront détaillées dans la deuxiéme

section.
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure de I'IL-1p

A : Représentation de la structure quaternaire de la cytokine, les fléches étant les feuillets . B : Schéma
de la conformation de I’'IL-1 montrant les motifs symétriques formés par 1’orientation antiparallele des
feuillets B. Adapté de Priestle, Schir and Griitter, 1988. C : Schéma de I’[L-1 détaillant les différents
sites de clivages par les enzymes responsables de la maturation de la protéine. Adapté d’Afonina et al.,
2015. La séquence en bleu foncé représente la séquence bioactive. NE : Neutrophil Elastase ; PR-3 :
Protéinase-3 ; CathG : Cathepsin G.

L’IL-1P est une cytokine impliquée dans I’initiation de I’inflammation et, est donc retrouvee
dans de trés nombreuses pathologies. Découverte suite a des expériences d’induction de fievre
chez le lapin, puis clonée et purifiée (Auron et al., 1984), I’'implication de cette cytokine dans
les processus inflammatoires a éte tres détaillée. Parmi les plus notables, I’IL-1f est impliquée
dans la genése de la fiévre, I’augmentation de 1’expression de cytokines (IL-6, IL-37, IL-1Ra)
mais aussi de facteurs inflammatoires tels que les especes réactives oxygénées (ROS) ou encore
I’oxyde nitrique synthase (NOS) et la cyclooxygénase-2 (COX-2) (C. A. Dinarello, 2015). Bien

évidemment, cette liste est non exhaustive, mais les fonctions et effets de I’IL-1f seront plus
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amplement détaillés dans le chapitre deux. Un récapitulatif des différences entre les deux

cytokines IL-1a et IL-1p est présenté tableau 2.

Producing cells

Localization

Activation

Secretion
Function at nuclear level

Function at membrane
Extracellular function

- 13 p-strands in a 3-fold symmetric pattern
Epithelial, endothelial and stromal cells
Hematopoietic and non-hematopoietic cells
Primary local, rarely in the circulation
pro-IL1a Cytoplasm, nucleus, membrane, extracellular
IL-1a Extracellular
- Active as precursor form
- Cleaved and activated by calpain, gramzyme B, chymase, neutrophil elastase, trombin
Infl

me/caspase-1 dependent or independ: hani for releasing both pro-

and IL-1a

- Bind tightly to chromatin and suppress inflammation during apoptosis

- Transcription factor

- Interact with other cells to promote T cell proliferation and chemokine secretion
- Alarmin, starting sterile inflammation responses in case of necrotic signals

- Carcinogenesis

IL-1a IL-1p
Protein pro-IL-1a - 271aa pro-IL-1p - 26%9aa
- NLS - No NLS
- Myristoylation and acetylation on Lys 82 and phosphorylation at Ser 90 - No post-translational modifications
- Conserved AXD aa - Conserved AXD aa
- Additional f-strand at N-terminus
IL-1a - 158aa IL-1p - 152aa

- 12 fi-strands in a 3-fold symmetric pattern
Resident macrophages
Myeloid-derived cells
In the circulation
pro-IL1p Cytoplasm
IL-1p Extracellular
Cleavage by caspase-1 (mainly), proteinase-3, cathepsinG,
neutrophil elastases, granzyme A, chymases, chymotrypsins
and meprin A subunit-a and subunit-p
Released active IL-1p via ER/golgi independent pathway
(secretory lysosomes, exosomes or gasdermin D channel)
nd

nd
- Acute and chronic inflammation
- Link between innate and adaptive immunity

- Enhance expression of extracellular matrix enzymes
- Host defense against infections
- Carcinogenesis

Tableau 2 : Comparaison entre IL-1a et IL-1p de la structure protéique, des cellules
productrices, des processus de maturations et des fonctions biologiques associées (adapté
de Galozzi et al., 2021)

1.2.1.3. Antagoniste naturel au récepteur a I’'IL-1 (IL-1Ra)

L’IL-1Ra est un antagoniste naturel du récepteur a I’IL-1. C’est un membre de la sous-famille
de I’IL-1. Il a été isol¢ pour la premicre fois en 1987, a partir d'échantillons d’urine, par I’équipe
de H.R. MacDonald qui a ensuite montré que cet antagoniste inhibait la liaison de I’TL-1 a son
récepteur (Seckinger et al., 1987). Purifi¢ en 1990, « I’IL-1 inhibiteur » verra son ADNc
identifié la méme année et son nom changer pour IL-1Ra apres cette découverte (Eisenberg et
al., 1990 ; Hannum et al., 1990). La synthése de I’IL-1Ra intervient lorsque les cellules entrent
en contact avec des agents moléculaires tels que des cytokines, des interférons, des signaux
d’infections ou encore des produits viraux (Arend et al., 1998). L’antagoniste est synthétisé
sous forme d’une protéine soluble de 177 acides aminés. Sa structure protéique est similaire a
celle de I’IL-1P avec 12 feuillets B antiparalléles repliés en 3 motifs symétriques (figure 4),
malgré seulement 26% d’homologie génomique avec I’IL-1p (H. A. Schreuder et al., 1995). La
sécrétion de I’IL-1Ra intervient apres clivage du peptide signal présent en N-terminal (Arend
etal., 1998).
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Figure 4 : Représentation schématique de la protéine IL-1Ra (Schreuder et al., 1995)

La fonction premiére de I’IL-1Ra est anti-inflammatoire, puisqu’elle inhibe la liaison de 1’IL-
1B a son récepteur. La protéine recombinante IL-1RA est utilisée comme médicament connu
sous le nom d’Anakinra pour traiter de nombreuses pathologies telles que les inflammations
articulaires, musculaires et osseuses (ex : polyarthrite rhumatoide), les pathologies systémiques
inflammatoires héréditaires (ex : le syndrome auto-inflammatoire NLRP12), les pathologies
inflammatoires systémiques et locales (maladie de Kawasaki) ainsi que d’autres pathologies
(diabétes, AVC...), pour revue (C. Dinarello & van der Meer, 2013). L’utilisation de cette
molécule en clinique démontre bien I’importance de la sous-famille IL-1 dans la réponse

inflammatoire.
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2. IL-1B : acteur majeur de Pinitiation de I’inflammation

L’inflammation est un ensemble d’événements non spécifiques innés, liés entre eux et
déclenchés par un pathogeéne, un dommage tissulaire ou les deux. L’objectif de I’inflammation
est de faciliter I’acheminement d’acteurs protéiques et cellulaires capables d’isoler, dégrader
ou inactiver les pathogénes, de nettoyer les débris cellulaires et finalement de favoriser la
réparation et la cicatrisation. Ce phénomeéne est initié par la libération de cytokines et
chimiokines par les cellules adjacentes au lieu 1ésé et/ou infecté. Ces messagers chimiques
stimulent et coordonnent les différents acteurs des phases de 1’inflammation mentionnés ci-
dessus (Sherwood, 2015). Parmi les cytokines libérées, I’IL-1 joue un réle particulierement

important.

L’IL-1PB est I’'un des acteurs impliqués dans I’initiation de 1’inflammation. La production de
cette cytokine par les macrophages est finement régulée au niveau de la synthese (régulation
transcriptionnelle) et de la maturation (régulation post-traductionnelle). Ces régulations
intracellulaires font parties de 1I’ensemble des mécanismes qui contrélent I’inflammation induite
par cette cytokine. Dans cette section, nous traiterons des mécanismes de synthése, maturation
et libération de I’'TL-1p ainsi que des mécanismes de régulation associés. Puis, nous aborderons
les conséquences d’une altération de la production d’IL-1B (surexpression ou délétion) sur

I’organisme.

2.1. Régulation de Pactivité de ’IL-1p a 3 niveaux dans le systéme
périphérique

2.1.1. Types cellulaires synthétisant I’IL-1f3

Dans le systeme périphérique, I’IL-1B est majoritairement produite et sécrétée par les
monocytes, les macrophages et la plupart des cellules myéloides. D’autres types cellulaires tels
que les cellules endothéliales, les kératinocytes, les cellules musculaires lisses, les cellules
rénales mésangiales et les hépatocytes peuvent aussi produire et sécréter cette cytokine (C. A.
Dinarello, 1989). Les mécanismes de synthése, maturation et libération de I’IL-1p ont pu étre
caractérisés, notamment dans les macrophages. Dans les paragraphes suivants nous nous

focaliserons sur les données obtenues dans ce type cellulaire.
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2.1.2. Controble de la synthese

La découverte de I’IL-1p en 1984 a généré de nombreuses études pour comprendre comment
les cellules la synthétisent. Parmi les études pionniéres, 1’équipe d’Auron P.E a établi que la
transcription de I’ARNm de I’IL-1p était détectable seulement 15 min apres la stimulation des
monocytes THP-1 avec du LPS (Fenton et al., 1987, 1988). Le pic de transcription est atteint
entre 3 et 4h post-stimulation avant d’observer une diminution de la quantité d’ARNm (Libby,
Ordovas, Auger, et al., 1986 ; Libby, Ordovas, Birinyi, et al., 1986).

2.1.2.1. Lavoie de syntheése par les Toll-like receptors (TLR)

La synthese d’IL-1p dans les cellules immunitaires a lieu lorsque ces dernicres reconnaissent
des signaux de dangers provenant d’agents pathogénes infectieux ou de composés chimiques
nocifs. Ces signaux sont classés en deux catégories. Les PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern) désignent des motifs moléculaires caractéristiques des micro-organismes tels
que par exemple le lipopolysaccharide (LPS), les flagellines et les diacyl/triacyl lipopeptides
(Akira, 2003). Les DAMPs (damage-associated molecular pattern) représentent les motifs
moléculaires associés au danger ou aux dégats cellulaires et libérés dans le milieu
extracellulaire tels que I’adénosine tri-phosphate (ATP), ’acide urique, le sulfate d’héparine ou
encore I’ADN / I’ARN (Kawasaki & Kawali, 2014). L’ensemble de ces signaux sont reconnus
par les cellules immunitaires via une famille de récepteurs appelée les PRRs (pattern
recognition receptors). Parmi les PRRs sont retrouveés les Toll-like Receptors (TLR) impliqués
dans Dinitiation de la réponse immunitaire innée et surtout dans la synthése de I'IL-1B

(Kawasaki & Kawai, 2014).

2.1.2.1.1. Structure des TLR

La famille des récepteurs TLR comprend 10 membres chez I’Homme et 12 membres chez la
souris. Ils sont principalement exprimés par les cellules dendritiques et les macrophages, mais
aussi par d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes ou les cellules épithéliales. Les TLRs
sont localisés a la fois a la surface des cellules, mais aussi sur certains compartiments
intracellulaires tels que les lysosomes, les endosomes et le réticulum endoplasmique (RE).
Chaque TLR est compos¢ d’un domaine extracellulaire en forme de fer a cheval qui contient
des répétitions riches en leucines, responsables de la reconnaissance des PAMPSs. lls possedent
aussi un domaine transmembranaire et une partie intracellulaire formée d’un domaine TIR
(Toll/Interleukin-1 receptor), initiateur de la cascade de signalisation intracellulaire (figure 5)
(Botos et al., 2011 ; W. Gao et al., 2017 ; Kawasaki & Kawai, 2014).
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Figure 5 : Représentation schématique de la structure des TLR (ici, I’hétérodimére
TLR1-TLR2)

Les caractéristiques structurales conservées parmi tous les TLRs sont représentées a savoir : un motif
riche en répétition de leucine en forme de fer & cheval qui reconnait les PAMPs. L’exemple montré ici
est la liaison avec la lipoprotéine tri-acétylée. On retrouve ensuite un domaine transmembranaire et un
domaine TIR intracellulaire. (Extrait de Gao et al., 2017).

Les TLRs membranaires sont capables de reconnaitre un grand nombre de PAMPs tels que le
LPS, le peptidoglycane, le zymosan, mais aussi certains ligands de Listeria. Les TLRs
intracellulaires reconnaissent généralement I’ADN / I’ARN provenant de virus et bactéries.
Lorsque le ligand se lie au récepteur, les TLRs s’associent en homo- ou hétérodimeéres (Ozinsky
etal., 2000), entrainant la formation d’un échafaudage TIR-TIR qui déclenche une signalisation

intracellulaire pro-inflammatoire (Akira et al., 2006).
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2.1.2.1.2. Signalisation intracellulaire et synthése de pro-1L-1f par les
TLRs

La signalisation cellulaire induite par 1’échafaudage TIR-TIR peut étre catégorisée en deux

voies activées simultanément, chacune étant finement régulée.

La premiére cascade de signalisation est la voie déependante de MyD88 (Myeloid Differentiation
primary response gene 88). Elle est activée par les TLR2, 4, 5, 7, 8 et 9 qui recrutent via leur
domaine TIR la protéine adaptatrice MyD88. Ce recrutement est soit direct, soit précédé de la
liaison avec la protéine TIRAP (TIR domain-containing adaptator protein) aussi connue sous
le nom de MAL (MyD88 adaptator like protein), requise pour la signalisation induite par les
TLR2 et 4. MyD88 recrute et active a son tour une kinase possédant un domaine de mort IRAK-
4 (IL-1 receptor-associated-kinase-4). IRAK-4 forme un complexe avec IRAK-1, TRAF6 (TNF
receptor-associated factor 6) et TAK1 (transforming growth factor-p-activated kinase 1). Ce
complexe permet I’activation des voies MAP kinases et p38/JNK (JUN N-terminal kinase).
Cette cascade provoque 1’activation des facteurs de transcriptions NF-kB et AP1 qui se lient
alors a ’ADN et déclenchent la synthése de divers facteurs pro-inflammatoires dont la pro-IL-
1B (figure 6) (Factor et al., 1998 ; Kawai & Adachi, 1999 ; Medzhitov et al., 1998 ; Neill &
Bowie, 2007 ; Takeuchi et al., 2000).

La deuxiéme cascade de signalisation est la voie indépendante de MyD88. C’est la voie de
signalisation par excellence pour les récepteurs TLR3 endo-lysosomaux, mais elle est aussi
induite par les TLR4. Cette voie, appelée signalisation alternative, conduit non seulement a la
synthése du précurseur de I’IL-13 mais également a celle de I’interféron. Apres dimérisation du
TLR, la protéine adaptatrice TRAM (TRIF-related adaptor molecule) interagit avec les
domaines TIR permettant le recrutement de TRIF (TIR domain-containing adaptor inducting
IFN-PB). Cette derniére recrute alors TRAF6 et TRAF3. TRAF6 recrute la kinase RIP1 (receptor-
interacting protein 1) qui active a son tour TAK1, protéine retrouvée dans la voie MyD88
dépendante. TRAF3 de son coté recrute le complexe IKKe/TBK1 pour phosphoryler IRF3, un
facteur de transcription de I’interféron de type I (IFN I) (Akira et al., 2006 ; Kawai & Akira,
2010;Y.C. Luetal., 2008). Un schéma récapitulatif des 2 voies est proposeé en figure 6 prenant

pour exemple les récepteurs TLRA4.
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Figure 6 : Schéma des voies de signalisation du récepteur TLR4 conduisant a la synthese
de la pro-IL-1p

La signalisation encadrée en bleu cyan (cadre de gauche) représente la voie dépendante de MyD88 et
celle encadrée en vert (cadre de droite) représente la voie indépendante de MyD88. Les deux voies
entrainent 1’activation des facteurs de transcriptions NF-«B et AP-1 grace au recrutement d’une part de
la protéine TRAF6, présente dans les 2 voies, et d’autre part de la protéines RIP1 qui active la protéine
TAKL, présente dans la voie dépendante de MyD88.
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L’¢quilibre entre ces 2 voies est médié par de nombreux facteurs. Il a ét€ montré que TRAF-3
joue un role dans I’inhibition de la voie MyD88 dépendante. De méme, la protéine NRDP-1,
une ubiquitine E3 ligase, initie la dégradation de MyD88 et de TBK1, atténuant la production
de cytokines pro-inflammatoires au profit de la production de I’IFN I (C. Wang et al., 2009). A
I’inverse, la protéine adaptatrice SARM (sterile o and HEAT-Armadillo motifs-containing
protein) inhibe 1’activation de facteurs de transcription dépendants de TRIF sans affecter la voie

dépendante de MyD88 (Stack et al., 2006).

2.1.3. Les récepteurs a I’'interleukine-1

La premiére caractérisation du récepteur a I’'IL-1 (IL-1R) a eu lieu en 1985 par 1’équipe de D.L.
Urdal, qui a identifié un complexe de 80 kDa (Dower et al., 1985). En 1988, le récepteur a I’IL-
1 murin est cloné et en 1989, c¢’est au tour du récepteur a I’IL-1 humain (Khoury et al., 1988 ;
Sims et al., 1989). Depuis, d’autres récepteurs aux interleukines ont pu étre identifiés et un
classement a été propose, contenant deux grandes catégories de récepteurs : les récepteurs aux
interleukines de type | et de type II. La différence entre les deux types provient d’un motif Trp-
Leu-X-Trp-Leu uniguement présent sur les IL-1Rs de type | (Boraschi et al., 2018 ; Stanifer et
al., 2019). Les IL-1Rs de type Il ne lient que les membres de la famille des interleukines 10 et
les interférons de type | a Ill. Ce complexe est impliqué dans la défense face aux infections
virales et non dans la production d’IL-1p (Krey et al., 2020). Pour ces raisons, les IL-1Rs de

type 11 ne seront pas traités ici.

La famille des récepteurs a I’interleukine-1 est composée de 10 membres, classés de I'TL-1R1
a I'IL-1R10 et répartis en sous famille, parmi lesquelles sont retrouvées la sous-famille de
liaison au ligand (IL-1R1, 4, 5, 6), la sous-famille des protéines accessoires (IL-1R3Acp, AcPb
et IL-1R7), la sous-famille des membres ayant des fonctions de régulations négatives (IL-1R2,
IL-1R8) et la sous-famille des récepteurs analogues a I’IL-1R aux fonctions encore inconnues
(IL-1R9, 10) (Boraschi et al., 2018). La plupart de ces récepteurs ont une architecture protéique
similaire. Ils possedent une partie N-terminale extracellulaire composée de 3 domaines
immunoglobuline-like (Ig-like, dénommés D1, D2 et D3), responsables de la liaison avec les
cytokines. Le domaine extracellulaire est relié a un domaine transmembranaire unique et a une
queue C-terminale intracellulaire comportant un domaine TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor
protein), initiateur de la cascade de signalisation intracellulaire (Boraschi et al., 2018 ; Boraschi
& Tagliabue, 2006 ; Mantovani et al., 2019) (figure 7).

36



| Domaines
immunoglobulines-like

B AR =

Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

TIR

Figure 7 : Représentation schématique d’un récepteur a I’interleukine-1

Le récepteur est composé de 3 domaines immunoglobulines-like (D1, D2 et D3) extracellulaire, d’un
domaine transmembranaire et d’un partie C-terminale intracytoplasmique contenant un domaine TIR.

2.1.3.1. Le récepteur 1 a I’interleukine-1

Le récepteur 1 a I’interleukine-1 (IL-1R1) est la structure protéique qui lie I’'IL-1a et I’IL-1p.
L’IL-1R1 murin (mIL-1R1) est codé par le gene 1I-1r1 présent sur le chromosome 1 tandis que
I’IL-1R1 humain (h1L-1R1) est codé par le géne 1l-1r1 présent sur le chromosome 2, & proximité
des génes codants pour I’IL-1a et B (Copeland et al., 1991). La partie N-terminale de I’'TL-1R1
posséde 3 domaines Ig-like qui forment 2 sites de liaisons A et B. Les domaines D1 et D2 sont
étroitement juxtaposés avec un pont disulfure entre les cystéines 104 et 147, formant le site de
liaison A. D1/D2 et D3 sont séparés par une séquence de 6 acides aminés et D3 forme a lui seul,
le site de liaison B (G. P. A. Vigers et al., 1997).

2.1.3.2. Chaine accessoire et formation du complexe récepteur a
I’interleukine-1

L’IL-1R3, aussi appelé protéine accessoire du récepteur a 1’interleukine-1 (IL-1RACP), est un
homologue de I’'IL-1R1, codé par le gene ILRAP, présent chez I’Homme sur le chromosome 3

(M. Dale et al., 1998). Alors qu’un seul isoforme s’exprime dans le systéme périphérique (IL-
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1R3AcP), deux isoformes sont co-exprimeés dans le systeme nerveux central (IL-1R3ACP et IL-
1R3AcPb). Malgré une affinité pour I’'IL-1 différente, I’'TL-1R3ACcPb a une affinité plus élevée
pour I’'IL-1P que I’autre isoforme, les deux chaines accessoires fonctionnant de la méme
maniére. Les récepteurs a I’IL-1 fonctionnent sous la forme d’un complexe hétérodimérique.
La liaison de I’IL-1p avec les sites A et B de la chaine IL-1R1 induit une hétéro-dimérisation
du récepteur en recrutant I’IL-1R3AcP qui interagit a I’opposé du lieu de liaison entre I’IL-13
et 'IL-1R1 (Fields et al., 2019). L’ensemble IL-1p/IL-1R1/IL-1R3AcP forme le complexe
récepteur a ’interleukine-1 (Boraschi et al., 2018 ; Greenfederu et al., 1995 ; Huang et al.,
2011). Ce complexe, par interaction homotypique des domaines TIR, déclenche la cascade de
signalisation IL-1 dépendante, impliquant la voie MyD88 détaillée dans la partie des TLR. Cette
cascade induit ’activation de voies telles que les MAP kinases, p38/JINK et le complexe IKK,

conduisant entre autres a la synthese de la pro-1L-1B (figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique de la formation du complexe récepteur
hetérodimérique a I’interleukine-1

Lorsque I’IL-1P (en bleu) se lie sur les 3 domaines Ig-like de I’IL-1R1 (en rouge), cela entraine le
recrutement de la chaine accessoire IL-1RAcP (en vert) pour former le complexe récepteur
hétérodimérique. Au niveau intracellulaire s’assemble alors 1’échafaudage TIR-TIR qui peut ensuite
induire la cascade de signalisation.
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Comme mentionné dans la section 1, I’IL-1Ra est un antagoniste de I’IL-1R 1. Disposant d’une
haute affinité avec ce récepteur, il entre en compétition avec I’IL-1p (H. Schreuder et al., 1997).
Cependant, compte tenu de sa conformation et de I’absence de la boucle peptidique entre le 5°
et le 6° feuillet B, I’IL-1Ra ne se fixe que sur le site de liaison A du récepteur. Ceci a pour
conséquence de bloquer le complexe récepteur sous forme monomérique, d’inhiber le
changement conformationnel du récepteur, d’empécher le recrutement de 1’IL-1R3ACP et in

fine, d’inhiber la synthése de la pro-1L-1B (G. P. Vigers et al., 1994).

2.1.3.3. Le récepteur 2 a I’interleukine-1

L’IL-1R1 n’est pas le seul récepteur capable d’interagir avec I’IL-1f. En effet, I’équipe de J.
McMahan a pu mettre en évidence une deuxiéme structure appelée « récepteur 2 a
I’interleukine-1 (IL-1R2) », codée par le géne humain IL-1R2 sur le long bras du chromosome
2 (McMahan et al., 1991). Ce récepteur posséde une architecture similaire a I’IL-1R1 a savoir
une portion extracellulaire avec 3 domaines Ig-like et un domaine transmembranaire mais une
queue cytoplasmique beaucoup plus courte que celle de I'IL-1R1 (29 résidus vs 215,
respectivement), dépourvue du domaine TIR (McMahan et al., 1991). Cette différence notable
lui a valu le nom de « récepteur leurre », décrit comme régulateur puisqu’il entre en compétition
avec I’'IL-1R1 pour lier I'IL-1p (Colotta et al., 1992). L’IL-1R2 posséde une forte affinité pour
I’IL-1p, une affinité plus faible pour I’IL-1Ra et, est presque incapable de lier I’'IL-10 (Symons
et al., 1995). Il peut également inhiber les effets médiés par I’IL-1 en recrutant I’IL-1R3ACP
apres liaison avec la cytokine, formant ainsi un complexe récepteur inactif (Lang et al., 1998).
Ceci montre un mécanisme de régulation de I’activité de I’'IL-1p par double sequestration du

ligand et de son corécepteur.

2.1.4. Contrdle de la maturation

A la différence de la pro-IL-1a, la pro-IL-1p est un précurseur inactif. Une fois synthétisée, la
pro-1L-1p est stockée dans le cytoplasme en attente de sa maturation. Cette derniére intervient
seulement si la cellule regoit un deuxiéme signal de danger. Ce signal initie la formation et
I’activation d’une plateforme moléculaire appelée « inflammasome », qui in fine provoquera le

clivage de la pro-IL-1p en sa forme mature.
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2.1.4.1. L’inflammasome : principale plateforme moléculaire impliquée
dans la maturation de I’'IL-1f3
Le terme « inflammasome » est apparu en 2002, donné par 1’équipe de Tschopp, qui décrit un
complexe de haut poids moléculaire présent dans le cytosol des cellules immunitaires stimulées
et responsable de I’activation de caspases (Martinon et al., 2002). Depuis cette étude, plusieurs
inflammasomes ont été identifiés ainsi que les 3 grands types de protéines qui les composent a
savoir : les protéines sensitives, les protéines adaptatrices et les protéines effectrices.

2.1.4.1.1. Architecture de I’inflammasome : les protéines sensitives

La famille des protéines NLR (Nucleotide-binding domain and Leucine-rich repeat containing
Receptor) appartient aux PRRs. Elle regroupe 3 sous-familles de protéines : NOD, IPAF et
NLRP (figure 9) (Schroder & Tschopp, 2010).

Naip1b IPAF
s
aip
Nod4 NAIP Bight
NOD4 Naip1a
NOD NOD3 IPAF,
Nod3 Ipaf
Nod5
~ NOD5
Ciita
CIITA
Nod2 NLRP5
NOD2 NIrpS
Nod1 NLRP2
NOD1 NLRWNlrp2
NLRP8
Nirp14 ——
J NLRP14/ %L'r%%e
NLRP13 Nbll-IRF"l122
7 p
NirpSb \ NLRP3
Nirp9c Nirp3
Nirp9a NLRP9 NLRP10
NLRp1 Nirp10
Nirpia
Nirp4d NLRP4
Nirpdb
Nirpde NLRP11
Nirpdc
Nlrpd?
Nirp4f
Mpta NLRP

Figure 9 : Arbre phylogénétique montrant les relations entre les différentes sous-familles
des protéines NLR chez 'Homme (majuscule) et la souris (minuscule) (Adapté de
Schroder et al., 2010)

Cet arbre a été établi en se basant sur le domaine NACHT de ces protéines, domaine conservé dans
beaucoup d’espéces.
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Les protéines NLRs ont une architecture tripartite (Broz & Dixit, 2016 ; Harton et al., 2002 ;
Inohara & Nufiez, 2001 ; Lamkanfi & Dixit, 2014) (figure 10).

- Une partie N-terminale composée soit d’'un domaine CARD (Caspase-activation and
recruitment domain), soit d’un domaine BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis protein
repeat), soit d’'un domaine PYD (Pyrin domain). Cette partie est impliquée dans
I’interaction protéine-protéine homotypique pour déclencher la signalisation en aval.

- Une partie centrale composée d’un domaine NBD (nucleotide-binding domain), aussi
appelé NACHT (acronyme de NAIP, CIITA, HET-E et TP1), impliqué dans
I’oligomérisation induite par I’ATP.

- Une partie C-terminale composée d’une série de LRRs (leucine-rich repeats),
responsable de I’autorégulation du systéme, et selon les protéines NLR, d’un domaine

FIIND et d’un domaine CARD.

Parmi I’ensemble des protéines NLRs existantes, le génome humain code pour 23 d’entre elles.
Sur ces 23, pour le moment, seules les protéines NLRP1, 3, 6, 7, 9, 12 et NLRC4 ont été
identifiées comme capables de former un inflammasome pour activer la caspase-1 (Abderrazak
et al., 2015 ; Bauer & Rauch, 2020 ; Chavarria-Smith & Vance, 2015 ; Elinav et al., 2011 ;
Khare et al., 2012 ; Vladimer et al., 2012). Malgré une structure du domaine NACHT similaire,
ces protéines sont activées par différents stimuli (Davis et al., 2011 ; Schroder & Tschopp,
2010).

NLRP1
murin  \F2 —QUECHE LRR @) COOH
et NH: @) —(NACHT)— —(_FiND_)—@XD)- CooH
humain : NACHT LRR CARD
NLRP3 NH; NACHT LRR  )— COOH

NLRC4 NH; —&\:i0)— NACHT LRR — COOH

Figure 10 : Schéma de différentes protéines NLR, composant de I’inflammasome

Les protéines NLRs disposent d’une architecture commune, comprenant un domaine NACHT et LRR.
L’évolution a permis 1’apparition de nouveaux domaines pour une réponse adaptée selon les signaux
rencontrés.
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2.1.4.1.2. Architecture de I’inflammasome : les protéines adaptatrices

Les protéines ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) sont
composées d’un domaine PYD et d’un domaine CARD. Elles sont recrutées suite a
I’oligomérisation des protéines NLRs, par interaction homotypique des domaines PYD (Heilig
& Broz, 2018 ; Pawlowski et al., 2001). Leur role est de créer un pont entre les protéines NLRs
et la troisiéme structure composant I’inflammasome, a savoir les protéines effectrices.
Cependant, il est aussi décrit que la protéine ASC peut s’assembler en agrégats,

indépendamment de 1’inflammasome (Faustin et al., 2007 ; Poyet et al., 2001).

2.1.4.1.3. Architecture de I’inflammasome : les protéines effectrices
(caspases)

Les caspases sont une famille d’endoprotéases dépendantes des cystéines conservées au cours
de I’évolution. Elles sont constituées d’un domaine N-terminal de taille variable suivi par un
domaine catalytique composé de deux sous-domaines : un domaine long et un domaine court
(Lamkanfi, 2002). Ces protéases sont principalement impliquées dans 1’inflammation,
I’apoptose, mais aussi dans le cycle et la différenciation cellulaires (figure 11) (Van
Opdenbosch & Lamkanfi, 2019). Au niveau de I’inflammasome, 1’enzyme directement
impliquée dans la maturation de I’IL-1f est la caspase-1. Cette caspase (precédemment connue
sous le nom de ICE pour Interleukin-1B-converting enzyme) est une enzyme appartenant a la
famille des cystéines protéases spécifique de I’aspartate (Black et al., 1989 ; Nufiez et al., 1998
; Ruddiman et al., 1992). Elle est exprimée sous la forme d’un précurseur inactif de 404 acides
aminés, appelé pro-caspase-1, constitué¢ d’un pro-peptide CARD, d’un domaine CDL (CARD
domain linker) et d’un domaine catalytique composé de deux sous-unités p20 et p10 (Elliott et
al., 2009). Le domaine CARD interagit avec le domaine ASC®ARP de I’inflammasome,
conduisant a une auto-protéolyse du domaine CDL qui permet de libérer la forme active de
cette protéase (Elliott et al., 2009 ; Walker et al., 1994 ; Wilson et al., 1994 ; Yang et al., 1998).
Des études cristallographiques ont montré que la forme active de la caspase-1 est constituée
d’un tétramére de deux hétérodimeéres p20/p10 (Gu et al., 1995 ; Wilson et al., 1994). La
caspase-1 active, est responsable de la maturation de différents précurseurs protéiques tels que
la pro-IL-1p, la pro-1L-18 et la pro-gasdermin D (GSDMD) en leur forme bioactive (Dinarello,
2009 ; Martinon et al., 2002).
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Figure 11 : Classification fonctionnelle et architecturale des caspases murines et humaines
(Extrait de Van Opdenbosch et al., 2019)

Les caspases sont classées selon leur implication dans 1’inflammation, I’apoptose, le cycle cellulaire et
la différenciation cellulaire. Les caspases 8 et 10 se différencient des autres par la présence de domaines
DED (Death Effector Domain) au lieu du domaine CARD. Ces domaines sont notamment impliqués
dans les mécanismes d’apoptose.

2.1.4.2. Maturation de I’IL-1p dépendante de I’inflammasome NLRP3

Il existe deux voies d’activations de I’inflammasome permettant la maturation de I’'IL-1p. La
voie canonique implique I’inflammasome NLRP3 conduisant a I’activation de la caspase 1. La
voie non canonique implique un inflammasome conduisant a I’activation des caspases 4 et 5
chez ’'Homme, et de la caspase 11 chez la souris (abrégé ensuite caspase 4/5/11 car les effets
observés sont similaires chez ces deux especes). Pour le detail de la voie canonique, nous
prendrons 1’exemple de I’inflammasome NLRP3, structure la plus documentée a ce jour mais

¢galement car cet inflammasome a ét¢ au cceur de mes travaux de recherche.
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2.1.4.2.1. Voie canonique de I’inflammasome NLRP3 : activation de la
caspase 1

Dans les monocytes et macrophages, cette voie médiée par 1’inflammasome NLRP3, se déroule
en deux phases. La premiére, ou « priming », passe comme décrite précédemment, par
I’activation de la voie TLR et du facteur de transcription NF-kB nécessaire a la synthése de la
pro-1L-1B, mais aussi de certains composants de 1’inflammasome, tels que la protéine NLRP3
ou de la pro-caspase-1 (Bauernfeind et al., 2022). La deuxieme phase est quant a elle nécessaire
pour déclencher la formation de I’inflammasome. Sans cette derniére, les protéines
composantes de cette plateforme moléculaire subissent diverses modifications post-
traductionnelles afin de les maintenir dans un état inactif (Ghonime et al., 2022 ; Juliana et al.,
2012 ; Py et al., 2013).

L’inflammasome NLRP3 est activé par différents DAMPs tels que des pathogenes bactériens,
viraux et fongiques, les toxines formant des pores, différents types de microcristaux et I’ATP
(Lamkanfi & Dixit, 2012). Les mécanismes cellulaires conduisant a la formation de cette
plateforme moléculaire ne sont pas connus en détails mais font intervenir un efflux potassique,
une production de ROS par la mitochondrie ou une libération d’ADN mitochondrial (Nakahira
etal., 2011 ; Shimada et al., 2012 ; Smith et al., 2013). Ces DAMPs lévent 1’inhibition induite
par des modifications post-traductionnelles (phosphorylations et ubiquitinylation) présentent
sur la protéine NLRP3 en condition non-inflammatoire. Le retrait de ces modifications entraine
un changement conformationnel de la protéine, permettant le recrutement de la protéine NEK7
(NIMA (Never In Mitosis gene-A) -related kinase 7), responsable de la régulation et de
I’activation de NLRP3. En effet, il a ét¢ montré que NEK7 interagit physiquement avec les
domaines NACHT et LRR de NLRP3 pour former le complexe NLRP3-NEK7 (figure 12)
(Sharif et al., 2019).
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Figure 12 : Modélisation de I’activation de NLRP3 et de son interaction avec NEK7
(adapté de Sharif et al., 2019)

a : Modélisation de 1’activation de NLRP3 par rotation a 90° du module NBD et HD1 (NACHT). b :
Modgéle de la formation d’un dimére NLRP3 avec I’interaction NLRP3-NEK7 (NEK7 en jaune). Les
liaisons entre les deux protéines sont représentées par les encadrés noirs.

Ce complexe va se lier a la protéine ASC via une interaction homotypique entre les domaines
PYD des deux protéines NLRP3 et ASC. Par la suite, par interaction entre les domaines CARD,
ASC s’associe a la pro-caspase 1 et permet son activation par auto-protéolyse. Enfin, la caspase-
1 entraine la maturation de diverses protéines inflammatoires telles que I’IL-1p, I’'IL-18 et la
GSDMD (figure 13) (Broz & Dixit, 2016 ; Chan & Schroder, 2019 ; M. Sharma & De Alba,
2021).
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Figure 13 : Schéma de la voie canonique de I’inflammasome

La détection de LPS active la voie TLR entrainant la synthése de la pro-IL-1p et de la protéine NLRP3.
Le second signal de danger est représenté par la présence de toxine créant des pores membranaires ou
d’ATP, activateur de P2X7, un efflux potassique va se créer au sein de la cellule mais aussi par la
production de ROS ou la libération d’ADN mitochondrial. Ces DAMPs entrainent la formation de
Iinflammasome par oligomérisation des protéines NEK7-NLRP3-ASC-Pro-caspase-1. La
tétramérisation des hétérodimére p20/p10 de la pro-caspase-1 conduit a son auto-protéolyse et son
activation. La caspase-1 active clive alors la pro-1L-1p en IL-1f bioactive.

La description établie précédemment concerne uniquement 1’inflammasome NLRP3, le mieux
caractérisé aujourd’hui. Cependant, il existe d’autres inflammasomes qui vont réagir a d’autres
stimuli, déclenchant la voie canonique pour conduire a ’activation de la caspase 1. Des

exemples sont proposés dans la figure 14.
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Figure 14 : Apercu des stimuli et des modéles d’activations de certains inflammasomes
(adapté de Lamkanfi et al., 2012)

Les protéines NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 et NLRP6 sont représentées ainsi que le mécanisme
d’assemblage stimuli spécifique. Les PAMPs et DAMPs sont reconnus par la cellule soit au moyen de
récepteurs, soit au niveau intracellulaire pour la protéine AIM2. En fonction de la molécule, différents
événements intracellulaires vont induire la formation de I’inflammasome pour déclencher la réponse
inflammatoire médiée par la caspase-1.

2.1.4.2.2. Voie non-canonique de I’inflammasome : activation des
caspases 4 et 5 (Homme) et de la caspase 11 (souris)

La voie non canonique joue un r6le important dans le déclenchement de la réponse immunitaire
a la suite d’une infection par une bactérie Gram négative comme E. coli, Citrobacter rodentium,
Vibrio cholerae, Legionella pneumophila et Salmonella typhimurium (Rathinam et al., 2019).
La fraction lipidique A du LPS libérée par ces micro-organismes interagit directement avec le
domaine CARD des caspases 4/5/11, entrainant un changement conformationnel des enzymes.
Par interaction homotypique des domaines CARD, les caspases s’oligomérisent et s’activent
par auto-protéolyse. Les protéases activees clivent la GSDMD qui a son tour, génére des pores
membranaires (Hagar et al., 2013 ; Kayagaki et al., 2013 ; C. Ross et al., 2018 ; J. Shi et al.,
2014). L’ensemble de ces événements méne a une mort cellulaire pro-inflammatoire, entrainant
la lyse des cellules et la libération de DAMPs dans le milieu extracellulaire, appelée pyroptose
(Jorgensen & Miao, 2015).
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Actuellement, aucune étude a mis en évidence la capacité des caspases 4/5/11 a cliver I’IL-1p.
Si la caspase 5 a la capacité de maturer I’IL-1p, son efficacité est trop faible pour permettre sa
libération massive (Bibo-verdugo et al., 2020). Néanmoins, 1’activation de la voie non-
canonique peut conduire a une sécrétion d’IL-1p a des taux comparables a la voie canonique
(Kayagaki et al., 2011). En effet, il existe une communication croisée entre les voies canoniques
et non-canoniques. La GSDMD clivée par la caspase-11 crée des pores membranaires
responsables d’une variation dans le gradient ionique intracellulaire et génere un efflux
potassique (Sebastian & Broz, 2015). Cet efflux constitue un signal de danger provoquant
I’assemblage de I’inflammasome NLRP3, la maturation de la caspase-1 et le clivage de la pro-

IL-1pB en sa forme mature (figure 15).
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Figure 15 : Schéma de la voie non-canonique de I’'inflammasome

Le lipide A libéré par des bactéries Gram négative va traverser la membrane cellulaire et interagir avec
le domaine CARD des caspases 4/5/11. Les caspases vont se lier entre elles par interaction homotypique
CARD-CARD ce qui va entrainer la tétramérisation de 1’hétérodimére p20/p10 et I’auto-protéolyse des
domaines CDL. Les caspases 4/5/11 actives vont cliver la GSDMD. Cette protéine forme alors un pore
membranaire par oligomérisation. Ce pore, responsable d’un efflux potassique, génére alors un signal
de danger qui va déclencher le processus de formation de 1’inflammasome et la maturation de I’IL-1p.
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2.1.4.2.3. Régulations des voies canoniques et non-canoniques

Pour éviter une réponse inflammatoire incontrélée, des mécanismes de régulations sont
présents, notamment pour 1’assemblage de la plateforme moléculaire. Comme mentionné dans
la partie 2.1.4.2.1, les protéines NLRP3 subissent des modifications post-traductionnelles.
Parmi ces modifications, la phosphorylation du domaine PYD en N-terminal régule
I’interaction entre NLRP3 et ASC (Stutz et al., 2017). De méme, la phosphorylation du domaine
NACHT atténue 1’auto-oligomérisation de la protéine NLRP3 (Song & Li, 2018), ou encore
celle du domaine LRR qui inhibe I’interaction NLRP3-NEK7 par encombrement stérique
(Spalinger et al., 2016). Un deuxieme systeme de régulation par ubiquitinylation est aussi
présent. L’ubiquitinylation consiste en 1’ajout d’une ubiquitine sur des résidus lysine de la
protéine cible afin que celle-ci soit dégradee par le protéasome. Ce mécanisme implique une
série de réactions enzymatiques via les enzymes E1 (ubiquitin-activating enyme), E2
(ubiquitin-conjugating enzyme), E3 (ubiquitin ligase) et DUB (deubiquitinating enzyme) (Py
et al., 2013). Lorsque la protéine NLRP3 est produite, celle-ci est ubiquitinylée afin d’étre
maintenue en état inactif et d’en réguler la quantité présente dans le cytoplasme. Cependant, si
la cellule détecte les signaux de dangers nécessitant I’activation d’une réponse inflammatoire,
la protéine NLRP3 sera déubiquitinylée afin de former I’inflammasome (Humphries et al., 2018
; Suzuki et al., 2014).

Tout comme NLRP3, la protéine ASC est aussi sujette a des mécanismes de régulations. Parmi
les systemes identifiés, nous retrouvons des modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation et 1’ubiquitinylation qui vont inhiber ou activer I’interaction NLRP3-ASC
(Guan et al., 2022 ; Mambwe et al., 2019). Cependant, un autre systéme de régulation, propre
a la protéine adaptatrice a aussi été décrit. En effet, le génome code pour des protéines de 10-
13 kDa ne possédant qu’un seul domaine PYD appelées POPs (PYD-only proteins) ou encore
ASC2, partageant 63% d’identité¢ au niveau de la séquence protéique avec le domaine PYD
d’ASC. Cette derniére, par interaction homotypique entre les domaines PYD, se lie a la protéine
ASC pour inhiber I’assemblage de 1’inflammasome (Liepinsh et al., 2003 ; Srimathi et al., 2008
; Stehlik et al., 2003). Enfin, a I’instar de POPs, il existe aussi les protéines COPs (CARD-only
proteins), protéines de régulation négative de la caspase-1 via son domaine CARD. Parmi elles,
INCA (Inhibitory CARD) partage 81% d’identité au niveau de la séquence protéique avec le
domaine CARD de caspase-1, et inhibe I’association des domaines CARD de la caspase 1 avec

I’inflammasome, méme en présence d’ASC actif (Lamkanfi et al., 2004 ; A. Lu et al., 2016).
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2.1.4.3. Maturation de I’IL-1p indépendante de I’inflammasome

L’inflammasome est I’¢1ément central et majeur intervenant dans la maturation de I’IL-1f dans
les monocytes et macrophages. Cependant, cette plateforme moléculaire n’est pas le seul

mécanisme dont dispose 1’organisme pour controler la maturation de cette cytokine.

La caspase-8 est une protéase traditionnellement classée parmi les caspases initiatrices de
I’apoptose. Néanmoins, cette enzyme est aussi capable de cliver I'IL-1p et participe a la
régulation de I’'inflammasome. En effet, un stress cellulaire induit par la détection d’agents
bactériens, fongiques ou chimio-thérapeutiques peut déclencher une réponse TLR3 et une voie
impliquant la protéine TRIF (Blander, 2014) qui in fine, active la caspase-8. Cette derniére clive
I’IL-1PB sur le méme site que la caspase-1 (Aspll16) (Maelfait et al., 2008). La caspase-8
participe aussi a la formation de I’inflammasome en induisant le priming et 1’activation des
voies canonique et non-canonique dans les macrophages (Walle et al., 2022). Néanmoins, la
caspase-8 entraine la maturation de I’'IL-1B méme en 1’absence de caspase-1 (Antonopoulos et
al., 2015).

Les monocytes et macrophages ne sont pas les seules cellules immunitaires qui possedent un
systéme de maturation de I’IL-1p indépendant de la caspase-1. En effet, il a été montré que les
polynucléaires neutrophiles et les mastocytes exprimaient des enzymes impliquées dans la
maturation de la cytokine. Sont notamment retrouvées la neutrophile élastase, la cathepsin G et
la protéinase-3 chez les neutrophiles ainsi que la chymase chez les mastocytes (figure 16). Bien
que I’ensemble de ces enzymes maturent I’IL-1p quelques acides aminés avant le site de
protéolyse de la caspase-1, rendant la cytokine bioactive, il a été démontré que cette bioactivité
était bien plus faible comparée a un clivage par la caspase-1 (Black et al., 1988 ; Hazuda &
Simon, 1990 ; P. Lietal., 1995 ; Roona et al., 1999).

1 269
IL-1p ?26 EPI'%.... AYVHD'** [N Minimal active domain (aa 1 20:266) W]
caspase-1 NTE T I cTaspase-1
PR-3 caspase-8
CathG
chymase

Figure 16 : Schéma de I’'IL-1p détaillant les différents sites de clivages par les enzymes
responsables de la maturation de la protéine (adapté d’Afonina et al., 2015)

La séquence en bleu foncé représente la séquence bioactive. NE : Neutrophil Elastase ; PR-3 :
Protéinase-3 ; CathG : Cathepsin G

50



2.1.5. Mécanismes de la libération de I’IL-18

Nous avons vu jusqu’a présent les mécanismes permettant la synthése et la maturation de 1’IL-
1B dans les cellules immunitaires. Néanmoins, afin de pouvoir initier la réponse inflammatoire,
cette cytokine doit étre libérée dans le milieu extracellulaire. Le mécanisme le plus connu utilisé
par la cellule pour sécréter des molécules est appelé « sécrétion conventionnelle ». Les
protéines transloquent via la membrane du RE gréce a un peptide signal reconnu par le SR
(signal recognition particle receptor). Une fois dans la lumiére du RE, le peptide signal est clivé
et la protéine est acheminée jusqu’a I’appareil de Golgi par des vésicules a COPII (coat protein
complex I1). Dans le Golgi, la protéine subit des modifications post-traductionnelles puis est
expulsée de la cellule par exocytose (Bonifacino & Glick, 2004 ; Dancourt & Barlowe, 2010 ;
Schwartz, 2007).

En 1990, I’équipe de Rubartelli a mis en évidence I’absence de peptide signal sur I’'IL-1f.
L’ajout de Brefeldine A, inhibiteur indirect du transport protéique du RE vers le Golgi (Misumi
et al., 1986 ; Tartakoff, 1983), sur des monocytes pré-stimulés au LPS a démontré que,
contrairement a la sécrétion d’IL-6 et de TNFa qui furent inhibées, celle de I’IL-1p ne fut pas
impactée (Rubartelli et al., 1990). Cette équipe fut la premiére a mettre en évidence que I’IL-
1B suit un mécanisme de sécrétion non-conventionnel. Depuis cette étude, de nombreuses
équipes ont cherché a comprendre le ou les mécanismes sous-jacents a la libération de cette
cytokine. De nos jours, ces derniers sont encore largement débattus. Nous allons détailler ici

les différentes hypothéses concernant les mécanismes de sécrétion de 1I’TL-1p.

Apres les résultats de 1’étude pionniere de 1990, I’équipe de Rubartelli a émis 1’hypothése
qu’une proportion de pro-caspase-1 et de pro-IL-1p était contenue dans des vésicules
endolysosomales, des microvésicules ou des vésicules de sécrétions lysosomales (Andrei et al.,
1999, 2004 ; MacKenzie et al., 2001 ; Pizzirani et al., 2007). L’idée était que la caspase-1
mature la cytokine directement dans la vésicule avant d’étre sécrétée dans le milieu apres
stimulation. Plusieurs études ont remis cette hypothese en question. Premiérement, 1’équipe de
Brough a démontré que I’'IL-1PB ne co-localise pas avec la cathepsine D, un marqueur des
lysosomes de sécrétion (Brough & Rothwell, 2007). Deuxiemement, le calcium extracellulaire
est nécessaire a I’exocytose des microvésicules et des vésicules lysosomales, mais il ne I’est

pas lors de la libération de I’'IL-1p (Brough et al., 2003 ; Qu et al., 2007).

Une autre hypothése a vu le jour en 2007 par 1’équipe de Dubyak, proposant que la maturation

et la sécrétion d’IL-1P soient liées aux exosomes et aux corps multi-vésiculaires (Qu et al.,
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2007). Seulement, cette méme équipe a démontré que la sécrétion d’exosomes n’impliquait pas
la caspase-1, enzyme indispensable & la maturation de la cytokine (Qu et al., 2009). De plus,
des expériences de microscopie électronique ont permis de localiser la caspase-1 dans le
cytoplasme des cellules, lieu de clivage de I’IL-1p (Singer et al., 1995). Enfin, une équipe ayant
exposé des cellules a de la digitonine (composeé entrainant la perméabilisation des membranes
plasmiques) a démontré une diminution rapide de la (pro)-IL-1p intracellulaire tandis que les
vésicules restaient intactes (Brough & Rothwell, 2007). Malgré ce, le modéle de la sécrétion

par exosome reste encore discuté.

Dans les macrophages, la caspase-1 active déclenche la mort cellulaire par pyroptose. Ce
mécanisme induit une perte des gradients ioniques intracellulaires, un gonflement des cellules
ainsi qu’une lyse osmotique. A partir de ces observations, une hypothése de libération passive
d’IL-1PB par lyse cellulaire a été établie. Cependant, il a ét¢ montré que l’activation de
I’inflammasome dans les neutrophiles entraine une libération d’IL-1p mature, dépendante de la
caspase-1 en absence de lyse cellulaire ou de libération passive de protéines (K. W. Chen et al.,
2014). De plus, I’utilisation de la glycine, un osmoprotecteur, inhibe la lyse osmotique, donc la
libération passive de protéines dans les macrophages, sans affecter la cinétique de sécrétion de
I’IL-1P (Fink & Cookson, 2006 ; Pelegrin et al., 2008 ; Verhoef et al., 2005).

La derniére hypothése, plus récente et toujours en cours d’investigation, concerne la protéine
GSDMD. Constituée d’un fragment N-terminal fonctionnel et d’un fragment C-terminal auto-
inhibiteur, la GSDMD est clivée par la caspase-1 a la suite de 1’activation de I’inflammasome.
Cette dernicre s’assemble alors a la membrane plasmique pour former des prépores puis des

pores ayant un diamétre extérieur de 310 A et intérieur de 215 A (figure 17) (Xia et al., 2021).
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Figure 17 : Architecture du pore formé par I’assemblage de la GSDMD (adapté de Xia et
al., 2021)

Diagrammes de Ribbon et dimensions du pore formé par 33 sous-unites de la GSDMD humaine (A) et
du prépore (B).

Les équipes de Kagan et Broz ont démontré 1I’implication de la GSDMD dans la sécrétion d’IL-
1B, dans des macrophages stimulés avec des activateurs de I’inflammasome, suivant un
mécanisme indépendant de la lyse cellulaire (Evavold et al., 2018 ; Heilig et al., 2018). Grace
a l’analyse des surnageants par ELISA et Western-Blot, ils ont montré que les pores
membranaires formés par la GSDMD entrainaient une libération de la cytokine. De maniére
opposé€e, I’invalidation de la GSDMD dans des macrophages inhibe la libération d’IL-1[
(Evavold et al., 2018). Ces résultats ont été confirmés récemment (2021) par 1’équipe de Wu,
accentuant 1’implication de cette protéine dans la sécrétion d’IL-1p (Xia et al., 2021). Malgré
ces études récentes, le mécanisme précis controlant la libération de I’'TL-1 par la GSDMD n’est

pas encore déterminé et reste débattu.
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2.2. Roles de I'IL-1B en condition inflammatoire dans les cellules
cibles

La réponse inflammatoire est un mécanisme de défense de 1’organisme envers les agressions
du monde extérieur, qu’elles soient physiques, chimiques ou organiques. Une inflammation est
communément caractérisée par 4 grands symptdmes : gonflement, rougeur, chaleur et douleur.
De nos jours, on distingue 2 types d’inflammations : aigiie et chronique. L’inflammation aigue
apparait lors d’une blessure ou d’une infection. Elle dure de quelques jours a quelques semaines,
durée nécessaire a l’organisme pour combattre efficacement la menace et favoriser la
cicatrisation. C’est donc un mécanisme de défense bénéfique, de courte durée, afin de pallier a
I’agression extérieure sans dommages collatéraux. Cependant, si I’organisme ne parvient pas a
réduire la cause initiale ayant entrainé une réponse inflammatoire, celle-ci devient chronique.
Cette inflammation est souvent associée a une pathologie chronique ou de longue durée (ex :
polyarthrite rhumatoide). Ce type d’inflammation n’a plus vocation de défense et va entrainer

des dommages collatéraux, affectant les tissus sains (Montero-Melendez, 2018).

L’IL-1p étant une cytokine initiatrice de la réponse inflammatoire, elle est impliquée dans la
genese de I’inflammation aigilie mais aussi dans le maintien de la chronicité inflammatoire. Afin
de mieux comprendre I’implication de la signalisation IL-1 au sein de I’organisme et compte
tenu de son expression dans de nombreux types cellulaires, des modeles murins invalidés pour
les génes (KO) des protéines IL-1o / IL-1B / IL-1Ra / IL-1R1 ont été générés. Le tableau 3
récapitule les phénotypes observés sur ces différentes lignées dans des conditions d’études
précises. La signalisation IL-1 faisant partie intégrante de la réponse inflammatoire, de
nombreuses études ont aussi cherché a comprendre son implication dans la genése et/ou la
progression des pathologies inflammatoires. Le tableau 4 récapitule de facon non exhaustive
les pathologies dans lesquelles I’IL-1 est impliquée (pour revue, C. Dinarello & van der Meer,

2013) et démontre bien I’ampleur de I’implication de la signalisation IL-1.
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des phéenotypes observés dans des modeéles murins
invalidés pour différents génes

Les modéles murins sont invalidés pour les genes codant pour I’IL-1Ra, I’[L-1R1, I'IL-1a ou I’'IL-1p.
A cela s’ajoute I’invalidation du géne de I’IL-1Ra humain, responsable de pathologies auto-immunes.

Modification génétique

I11rn KO (IL-1Ra
souris)

ILIRN KO (IL-1Ra
humain)

I11a KO (souris)

I11b KO (souris)

I11r1 KO (souris)

Phénotypes observes

Arthrite spontanée

Eruption cutanée type psoriasis
Augmentation de la sensibilité au LPS
Augmentation du risque de développer
des cancers

Sévere  inflammation
systémique

Eruption cutanée purulente
Vasculite

Lésions ostéolytiques
Ostéomyélite stérile
Augmentation de la sensibilité au LPS
Déficience de I'immuno-édition dans la
carcinogénese

Diminution de Il'inflammation induite
par la nécrose et la colite

Diminution de I'athérosclérose
Diminution de la réponse immunitaire
innée

Diminution ou absence de fiévre
Diminution du risque de développer
des cancers

locale et

Diminution de I’inflammation
provoquée par une péritonite induite au
zymosan

la sensibilité aux
auto-immunes

Diminution de
encéphalomyélites
expéerimentales
Diminution de la réponse
inflammatoire a la suite de dommages
tissulaires

Perturbation de I'immunité adaptative
vis-a-vis des tumeurs et infections
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Tableau 4 : Récapitulatif non-exhaustif des pathologies dans lesquelles I'IL-1f est
impliquee

Polyarthrite rhumatoide

Arthrite psoriasique
Ostéoarthrite

Ostéoarthrite érosive de la main

Arthrofibrose du genou

Pathologies Lésion du ligament croisé antérieur du genou

0SSeuses, Polychondrite récidivante
musculaires et Ostéomyélite multifocale chronique
articulatoires Spondylite ankylosante

Goutte
Acrthrite pyrophosphate de calcium
Syndrome anti-synthétase
Myopathies inflammatoires idiopathiques
Arthrite liée a I’hémochromatose de la main
Fievre familiale méditerranéenne (FMF)
Urticaire familiale au froid (FCAS)
Syndrome de Muckle-Wells
Syndrome auto-inflammatoire NLRP12

Maladie inflammatoire multi systémique néonatale (NOMID)

Syndrome de fiévre récurrente lié au récepteur 1 du facteur de nécrose
tumorale (TRAPS)
Syndrome hyper-IgD (HIDS)
Arthrite pypgéne pyodermite gangréneuse (PAPA)

Pathologies
heréditaires

systémiques

inflammatoires Pyodermite gangréneuse, acné et hidradénite (PASH)

Syndrome de déficience de I'antagoniste du récepteur de I'interleukine
1 (DIRA)
Syndrome de Blau
Déficience en mévalonate kinase

Syndrome de Majeed
Syndrome de Schnitzler
Maladie de Behcet
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inflammatoires

systémiques et

locales

Autres
pathologies

Amyloidose secondaire
Purpura de Henoch-Schonlein
Péricardite idiopathique récurrente
Arthrite idiopathique juvénile systémique
Maladie de Still chez I’adulte
Syndrome d’activation des macrophages
Syndrome de Sweet
Panniculite neutrophilique
Histiocytoses
Syndrome de SAPHO (Synovite, Acné, Pustulose, Hyperostose,
Ostéite)
Syndrome de fievre périodique, stomatite aphteuse, pharyngite et
adénite cervicale (PFAPA)
Maladie multicentrique de Castleman
Maladie de Jessner-Kanof
Syndrome de fatigue primaire Sjoegren
Maladie de Kawasaki
Colite dans la maladie granulomateuse chronique
Remodelage cardiaque post-infarctus du myocarde
Insuffisance cardiaque systolique
Insuffisance cardiaque diastolique
Myélome indolent
Accident cérébrovasculaire
Hidradénite suppurative
Diabéte de type 1
Diabéte de type 2
Syndrome métabolique
Artérite a cellules géantes

Maladie de 1'eeil sec
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3. L’IL-1p dans le systeme nerveux central

3.1. Neuro-inflammation et cellules gliales

Pendant longtemps, le systeme nerveux central (SNC) était considéré comme immuno-
privilégié, ce dernier disposant de plusieurs protections contre le milieu extérieur : les os et la
barriere hématoencéphalique (BHE). Alors que la boite cranienne et la colonne vertebrale
protégent le SNC des chocs physiques, la BHE forme une structure quasiment imperméable aux
cellules et molécules du systéme périphérique. Malgré ces défenses, le paradigme d’immuno-
privilege est tombe il y a maintenant quelques décennies, et la réaction inflammatoire présente

au sein du SNC porte le nom de neuro-inflammation (Renaud et al., 2015).

La neuro-inflammation est un terme utilisé pour décrire une grande variété de processus
biologiques, impliqués dans la réponse immunitaire au niveau du SNC. Les procédes mis en
place différent de quelques fagons par rapport a I’inflammation périphérique. La différence la
plus notable réside sur les principales cellules intervenant dans la neuro-inflammation, appelées
cellules gliales. Ce terme englobe 1’ensemble des cellules non-neuronales du SNC. Parmi les
cellules gliales, la microglie (les macrophages résidant du SNC) est I’acteur majoritaire dans la
réponse neuro-inflammatoire. Cependant, de maniére non-négligeable, les astrocytes et les

oligodendrocytes participent également a I’inflammation du SNC.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents a la neuro-inflammation sont divers et
variés. A I’instar du systéme périphérique, les cytokines et les chimiokines sont impliquées dans
ce phénomeéne. Parmi les cytokines, la signalisation par les interleukines-1, et notamment a 1I’TL-
1B d’origine microgliale, joue un role primordial dans la réponse neuro-inflammatoire
(Marcand-Sauvant, 2010). Dans cette section, nous allons premiérement aborder la production
d’IL-1P et sa signalisation associée dans les cellules gliales mais aussi dans les pathologies du
SNC. Dans un deuxi¢me temps, nous détaillerons la signalisation a I’IL-1 au niveau neuronal

et ’impact de cette derniére sur la mise en place et la régulation de la neuro-excitabilité.
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3.2. La signalisation IL-1p, dans les cellules gliales, en condition
inflammatoire

L’¢tude de I'IL-1P dans le SNC a débuté suite a sa découverte en périphérie. De nombreux
travaux ont cherché a élucider les mécanismes de synthese, de maturation et de libération de

cette cytokine ainsi que le type cellulaire responsable parmi les cellules gliales.

3.2.1. Cellules gliales et IL-1

3.2.1.1. Lamicroglie : le macrophage résidant du SNC

Dans le SNC, le type cellulaire «rattaché » au systéme immunitaire est la microglie.
Découverte en 1919 par Pio Del Rio-Hortega (Pio Del Rio-hortega & Oxfd, 1939), les
microglies sont considérées comme les macrophages résidants du cerveau. A la différence des
cellules immunitaires du systéme périphérique qui proviennent de la lignée érythromyéloide,
les microglies sont originaires du sac vitellin et représentent 5 a 10% de la totalité des cellules
gliales de I’encéphale, réparties dans 1’ensemble du SNC (Hugh Perry, 1998 ; Lawson et al.,
1990). La microglie est capable de détecter les variations de son environnement grace a son
sensome (Hickman et al., 2013). Le sensome représente 1’ensemble des récepteurs et protéines
utilisés par la microglie pour détecter toute variation de son microenvironnement local telles
que la présence de PAMPs, de DAMPs ou encore une altération du milieu (changement de pH,
changement dans la composition d’électrolytes ou encore variation de la matrice extracellulaire)
(Hickman et al., 2013). Elle participe aussi au développement du systeme vasculaire et au
développement des neurones notamment par 1’établissement des connexions synaptiques et
I’élimination des neurones immatures. Enfin, en tant que cellule immunitaire, la microglie
contribue a la protection du SNC contre les agressions physiques, chimiques et organiques
(Graeber, 2010 ; Hughes, 2012 ; Miyamoto et al., 2016 ; Mosser et al., 2017 ; Reemst et al.,
2016 ; Tremblay et al., 2011 ; Wake et al., 2009).

En condition homéostatique, la microglie se présente sous forme ramifiée, étendant de longs
prolongements qui vont sonder le microenvironnement local a la recherche de la moindre
perturbation. Un stimulus considéré par la microglie comme anormal va entrainer un
changement graduel du comportement et de la morphologie de ces cellules. Elles passent alors
d’un stade homéostatique a un stade réactif et acquiérent un statut similaire a celui des
macrophages, afin d’enclencher le processus inflammatoire au sein du SNC (Glass et al., 2010

; Luo & Chen, 2012). La détection de ces stimuli est assurée grace a 1’expression d’un large
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panel de récepteurs, incluant I’ensemble des membres de la famille TLR qui sont capables de
reconnaitre les PAMPs et les DAMPs (Bsibsi et al., 2002 ; Ebert et al., 2007 ; Gurley et al.,
2008).

La reconnaissance de PAMPs par les TLR active la signalisation intracellulaire dépendante et
indépendante de MyD88 qui recrute les facteurs de transcriptions AP-1 et NF-kB, responsables
de la synthese de la pro-1L-1p et de NLRP3 (Alexopoulou et al., 2001 ; Jack et al., 2005). Sous
I’effet des DAMPs, I’inflammasome NLRP3 microglial s’assemble, conduisant a I’activation
de la caspase-1 et a la maturation de I’IL-1pB, suivant un mécanisme similaire a celui des
macrophages périphériques. Cet inflammasome est non seulement activé par les DAMPs
générés par un pathogéne ayant réussi a traverser la BHE, mais aussi par les signaux endogenes
produits lors d’une inflammation stérile. Le terme d’inflammation stérile est utilis€ pour
désigner toute réaction inflammatoire induite en 1’absence d’agents pathogenes tels que, par
exemple, les bactéries et les virus. Dans le SNC, I’inflammation stérile est associée a de
nombreuses pathologies aigues ou chroniques. Les conséquences d’inflammations stériles

induites par des pathologies seront développées en section 3.2.3.

Pendant des années, il était admis que la caspase 1 était exclusivement activée par
I’inflammasome NLRP3 dans la microglie (Walsh, Muruve, et al., 2014). Récemment, un
nouvel inflammasome a été identifié dans ce type cellulaire : I’inflammasome NLRC4
(Freeman et al., 2017 ; Jamilloux et al., 2013 ; Lammerding et al., 2016). L’équipe de Eder a
démontré que la caspase-1 était activée a la fois par I’inflammasome NLRP3, mais aussi
NLRC4 dans des cultures de microglie co-stimulées avec un PAMP, le LPS, et un DAMP, le
lysophosphatidylcholine (ou LPC ; composé libéré dans une grande variété de pathologies
neurologiques) (Scholz & Eder, 2017). Le LPC génére un influx sodique et calcique en méme
temps qu’un efflux potassique. Ce composé pourrait donc activer parallelement, deux voies de
signalisations conduisant a la formation indépendante des inflammasomes NLRP3 et NLRC4
(Scholz & Eder, 2017). De méme, des études ont documenté une expression des inflammasomes
NLRP1 et NLRP2 dans les microglies humaines (Burm et al., 2015 ; Walsh, Reinke, et al.,
2014). Etant donné que chaque inflammasome réagit a certains types de stimuli, ceci montre
bien la complexité des mécanismes de la genese de I’inflammation microgliale. Enfin, la
contribution des microglies dans la réponse inflammatoire est bidirectionnelle. Ces cellules

peuvent soit amplifier I’inflammation soit I’atténuer.
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3.2.1.2. Astrocyte

Les astrocytes sont des cellules gliales dérivéees des cellules progénitrices neurales, constituant
le type cellulaire le plus abondant du cerveau et réparties dans 1I’ensemble de ce dernier (Ge et
al., 2012 ; Molofsky & Deneen, 2015). Véritables garants de I’homéostasie, ils interagissent
avec la plupart des types cellulaires du cerveau, ainsi qu’avec les capillaires sanguins.
(Sofroniew & Vinters, 2010). En condition physiologique, les astrocytes maintiennent
I’homéostasie ionique des fluides extracellulaires, réegulent la neurotransmission, fournissent du
lactate et des métabolites aux neurones, modulent localement le flux sanguin et aident a réguler
le drainage du fluide glymphatique. Ils jouent un role essentiel dans le développement
synaptique et la plasticité et présentent une activité dynamique cruciale pour le fonctionnement
de la circuiterie neuronale (Allen & Eroglu, 2017 ; Macvicar & Newman, 2015 ; Magistretti &
Allaman, 2018 ; Plog & Nedergaard, 2018 ; Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

A I’instar de la microglie, les astrocytes participent aussi a la réponse inflammatoire via un
phénomene appelé astrogliose. L’astrogliose correspond aux changements moléculaires,
cellulaires et fonctionnels des astrocytes qui se produisent en réponse aux dommages subis par
le SNC, dans un contexte inflammatoire stérile ou non (Sofroniew, 2015). La contribution des
astrocytes dans la réponse inflammatoire est bidirectionnelle. Ces cellules peuvent soit
amplifier 1’inflammation soit I’atténuer. La contribution pro- ou anti-inflammatoire sera
déterminée par les différents messagers présents dans le micro-environnement local de
I’astrocyte (Colombo & Farina, 2016 ; Cordiglieri & Farina, 2010).

Longtemps associés aux cellules immunitaires, les astrocytes expriment des récepteurs TLRs
(TLR2, 3, 4 et 9) et majoritairement des TLR3 chez I’Homme et le rongeur (El-Hage et al.,
2011). La detection de PAMPs via les TLRs déclenche les voies de signalisations dépendantes
et indépendantes de MyD88, conduisant au recrutement des facteurs de transcriptions AP-1 et
NF-kB et a la synthése de la pro-IL-1 (Okun et al., 2009 ; Rodrigues & Ballesteros, 2007).
Les astrocytes exprimant aussi le récepteur a I’IL-1, la synthése de la cytokine peut donc aussi
étre déclenchée par action paracrine de I’IL-1p libérée de la microglie activée (Qian et al.,
2007). En plus des TLRs, ces cellules expriment les proteines NLRP2, NLRP3 et NLRC4
(Burmet al., 2015 ; Liu & Chan, 2014a ; Minkiewicz et al., 2013). En condition inflammatoire,
la détection de DAMPs mobilise I’inflammasome NLRP2 qui semble interagir avec le récepteur
purinergique P2X7 ainsi que le canal ionique pannexin-1 pour pouvoir étre fonctionnel et
entrainer la maturation de I’'IL-1B (Minkiewicz et al., 2013 ; Silverman et al., 2009). Toutefois,

la présence du récepteur P2X7 dans ce type cellulaire reste controversée. De méme, tout comme

61



dans la microglie, les astrocytes provenant de souris invalidées pour les génes NLRC4 ou
NLRP3 et stimulés au LPC voient leur sécrétion d’IL-1B diminuée. Ceci suggere une
implication de ces deux autres inflammasomes dans I’activation de la caspase-1 et la maturation

de I’IL-1P (Freeman et al., 2017).

3.2.1.3. Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales dérivées des précurseurs oligodendrocytaires,
représentant 5 & 10% du nombre total de cellules dans le cerveau (Dawson et al., 2003 ;
Fernandez-Castaneda & Gaultier, 2016). Ces cellules assurent la myélinisation des axones, la
gaine de myeéline étant une membrane présentant un enrichissement exceptionnel en lipides :
70-85% contre 30-40% pour une membrane plasmique (O’Brien & Sampson, 1965). Cette
gaine forme des segments entrainant une augmentation de la vitesse de conduction de I’influx

nerveux par genése de la conduction saltatoire.

Trés peu d’études ont été réalisées afin de savoir si les oligodendrocytes expriment des
composants de I’inflammation capables d’entrainer la production d’IL-1f. L’équipe de Baron
est parvenue a mettre en évidence la présence des TLR2 et TLR3 dans des cultures
d’oligodendrocytes chez le rat. Ils démontrent 1’effet protecteur des TLR2 en induisant la
survie, la différenciation et la formation de myéline des oligodendrocytes, mais aussi 1’effet
délétere des TLR3 qui entraine I’apoptose de ces cellules (Bsibsi et al., 2012). De plus, certaines
¢études pointent 1’existence de la protéine NLRP1 dans les oligodendrocytes (Yap et al., 2019),
mais I’expression de ce composant de I’inflammasome est encore fortement débattue. En I’état
actuel des connaissances, il n’y a aucune évidence qui démontre la capacité des

oligodendrocytes a synthétiser et maturer I’IL-1.

3.2.2. Mécanismes de libération

Les mécanismes de libération de I’'[L-1B dans le SNC sont essentiellement inconnus. Les
microglies maturent I’IL-1p de la méme facon que les macrophages périphériques. De récents
travaux démontrent qu’un efflux potassique ainsi qu’une stimulation ATP dépendante sont
nécessaires a la microglie pour sécréter I’IL-1p (Facci et al., 2018 ; Madry et al., 2018).
Néanmoins, aucune étude actuelle n’a pu déterminer le mécanisme de sécrétion de cette
cytokine dans la microglie. Aussi, les hypothéses soulevées dans la section 2.1.5, sont
potentiellement d’actualités concernant ce type cellulaire. Le constat est identique pour les

astrocytes : aucune étude n’a pu ¢lucider le mécanisme de sécrétion de I’IL-1p.
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3.2.3. Roles de I’'l1-1B dans les pathologies du SNC

Dans cette section, nous allons détailler I’implication de I’IL-1B dans diverses pathologies
cérébrales qui figurent parmi les plus étudiées. Bien évidemment, les exemples traités ne sont
pas représentatifs de I’ensemble des affections existantes et il est démontré de nos jours, que

cette cytokine intervient dans un grand nombre pathologies du systéme nerveux.

3.2.3.1. Les traumatismes craniens

Un traumatisme cranien (TC) survient lorsque le tissu cérébral est détruit ou ne fonctionne plus
de maniere adéquate suite a un choc entre le cerveau et la boite cranienne, une fracture ouverte
ou encore un objet pénétrant. Dans la majorité des cas, un TC génére une neuro-inflammation,
parfois stérile, localisée sur le lieu du choc. Toutefois, la période suivant un traumatisme cranien
est considerée a « risque ». En effet, un syndrome d’immunodéficience est souvent observé
aprés un TC. L’affaiblissement du systéeme immunitaire peut entrainer la prolifération de
pathogeénes opportunistes, générant ainsi un risque, non négligeable, d’infections systémiques.
De plus, si la BHE apparait 1ésée a cause du choc, I’infection peut se propager dans le cerveau

et générer une inflammation non stérile (R. Sharma et al., 2019).

Les patients atteint de cette affection sans comorbidités présentent des niveaux élevés des
marqueurs de I’inflammasome tels que NLRP3, NLRP1, caspase-1 et IL-1p (S. Adamczak et
al., 2012 ; Wallisch et al., 2017). L’inhibition pharmacologique de NLRP3 et/ou les souris
invalidées pour le géne NLRP3 améliorent le rétablissement clinique post-TC (lrrera et al.,
2017). De méme, un traitement avec des anticorps qui neutralisent 1’élévation importante de
I’IL-1p induit une amélioration des fonctions cognitives post-TC (Clausen et al., 2009) mettant

en évidence un effet neuronal de cette cytokine dans cette pathologie.

3.2.3.2. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative caractérisée par une perte de
mémoire progressive et des déficits cognitifs. Au niveau cellulaire, cette affection présente un
dépot de plaques amyloides AP et une agrégation de la protéine tau phosphorylée (Sala Frigerio
& De Strooper, 2016). La protéine AP est reconnue par les cellules comme un signal de danger.
L’analyse de I’expression génique sur des cultures de microglie provenant de patient Alzheimer
a révelé une forte expression de NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1B, NLRC4 et NLRP1 (Kaushal
etal., 2015 ; Liu & Chan, 2014b ; Saresella et al., 2016). Une concentration ¢levée d’IL-1 est

retrouvée dans les microglies entourant les plaques et 1’équipe de Halle a montré que la protéine
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AP entraine la libération de cette cytokine via I’inflammasome NLRP3 (Griffin et al., 1989 ;
Halle et al., 2008). Dans un modéle murin d’Alzheimer (souris APP/PS1), une déficience de
NLRP3 ou caspase-1 induit une amélioration des symptémes cognitifs, une diminution du
volume des plaques et du dépot d’AP, une diminution du niveau de cytokines pro-
inflammatoires et une amélioration de la capacité phagocytique microgliale (Heneka et al.,
2013). Ces résultats sont retrouvés lors de I’inhibition pharmacologique de NLRP3 dans le
modele murin APP/PS1 (Dempsey et al., 2017). Concernant I’inflammasome NLRP1, une
délétion du gene NLRP1 dans le modéle APP/PS1 induit une forte diminution de la pyroptose

neuronale et permet de remédier aux déficiences cognitives (M. S. Tan et al., 2014).

Dans le méme temps, des expériences sur un modele murin invalidé pour I’IL-1Ra montrent
une plus grande vulnérabilité aux injections intra-cérébro-ventriculaires (ICV) de la forme
oligomérique humaine AP (Craft et al., 2005). Cependant, il apparait qu’une surexpression
d’IL-1B dans I’hippocampe entraine une diminution des plaques, pouvant étre expliquée par
I’augmentation de 1’activité phagocytique microgliale (Shaftel et al., 2007). Malgré
I’implication prouvée de I’'inflammasome et de I’IL-1p dans cette pathologie, I’effet observée

sur I’hippocampe traduit la complexité de la signalisation IL-1 en condition inflammatoire.

3.2.3.3. Les épilepsies

Les épilepsies sont une famille de troubles neurologiques conduisant a la genese de « crises
épileptiques » caractérisées par une hyperactivité et une hyper-synchronicité du réseau
neuronal. Ces crises peuvent se manifester dans une région du cerveau (épilepsie partielle) ou
dans I’enti¢reté de ce dernier (€pilepsie généralisée). Les épilepsies sont multiples et souvent
secondaires a d’autres pathologies : mutations génétiques, 1€sions cérébrales aigiies (AVC,
traumatismes craniens), gliomes, infections du SNC, pathologies auto-immunes et troubles
métaboliques (Scheffer et al., 2017). De nombreuses études ont démontré I’implication de I’TL-

1B et des composants de 1I’inflammasome dans ces pathologies.

Un polymorphisme présent sur le géne codant pour I’IL-1p et entrainant une diminution de la
production de cytokines par les leucocytes (Wen et al., 2006), a été associé comme facteur de
susceptibilité a developper des épilepsies (Kauffman et al., 2008). De méme, d’autres études
ont suggéré que cette cytokine posséderait aussi des propriétés anti-convulsivantes (Claycomb
et al., 2012 ; Miller et al.,, 1991). Cependant la majorité des travaux montrent que la
signalisation par I’'IL-1p a des effets déléteres dans 1’épilepsie. En effet, une administration

exogene d’IL-1p chez les souris a des effets pro-convulsivants (Dubé et al., 2005 ; Vezzani et
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al., 1999). Dans un mod¢le d’épilepsie induit par la bicuculline, la surexpression d’IL-1Ra dans
les astrocytes ou l’injection intracérébrale de ce composé produit aussi des effets anti-
convulsivants (Vezzani et al., 2000). Concernant les composants de I’inflammasome, 1’équipe
de Meng a apporté la preuve d’une augmentation d’expression de I’inflammasome NLRP3 chez
le rat post status epilepticus (crise ou salve de crises épileptiques durant plus de 30 min, sans
temps de récupération). Ils ont également démontré que 1’invalidation de NLRP3 ou de caspase-
1 par injection d’ARN interférant (siRNA) a un effet protecteur, par inhibition de la neuro-
inflammation et de la mort neuronale dans ce méme modéle (Meng et al., 2014). De méme,
dans le modele d’induction d’épilepsie au pentylénetétrazole (PTZ), des travaux ont montré que
I’inhibition pharmacologique ou I’invalidation de NLRP3 induit une diminution de la mort
neuronale, de la neuro-inflammation et de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire générées
par une crise épileptique (Shen et al., 2018, 2021). En paralléle, I’injection de PTZ entraine
une augmentation de 1’expression des composants de 1’inflammasome NLRP1, de la caspase-1
et des niveaux de cytokines, dont I'IL-1p (B. Gao et al., 2018). Des résultats similaires sont
observés chez des patients atteints d une sclérose de I’hippocampe, induite par une épilepsie du
lobe temporal (Cristina de Brito Toscano et al., 2021). L’invalidation de NLRP1 et de la
caspase-1 par siRNA conduit a une diminution significative de la pyroptose neuronale (C. C.
Tan et al., 2015). Par ailleurs, un inhibiteur de la caspase-1 est actuellement en essai clinique
de phase 2 afin d’évaluer son efficacité a traiter les épilepsies. L’ensemble de ces résultats
démontre la forte contribution des composants de I’inflammasome et de la signalisation a I’IL-

1 dans ce type de pathologie.
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3.3. La signalisation interleukine-1 au niveau des neurones

Jusqu’a présent, nous avons discuté des effets et conséquences de I’'IL-1p dans le SNC en
condition inflammatoire. Cependant, la signalisation IL-1 n’est pas seulement restreinte aux
cellules gliales, et de nombreuses études indiquent que 1I’IL-1 agit directement sur les neurones

et module 1’activité des réseaux.

3.3.1. Les acteurs de la voie canonique de la production d’IL-18

3.3.1.1. Les récepteurs TLRs

Les neurones exprimant une large variéte de récepteurs TLRs (TLR2, 3, 4, 6, 7, 8 et 9) qui sont

impliqués dans des processus inflammatoires.

Dans le SNC les TLRs exprimés par les neurones sont impliqués dans la neuro-inflammation.
L’activation des TLR3 par une infection virale dans ces cellules entraine la production
d’interféron-p (IFN-B), méme en 1’absence de microglie (Cameron et al., 2007 ; Delhaye et al.,
2006 ; Préhaud et al., 2005). Les récepteurs TLR4 stimulés par des PAMPs induisent la voie de
signalisation intracellulaire JNK, conduisant a I’activation de la caspase-3 qui mene les
neurones vers 1’apoptose (Pauff & Miller, 2012 ; Wadachi & Hargreaves, 2006). De la méme
maniére, I’activation des TLR7 dans des cultures de neurones corticaux entraine 1’apoptose de
ces cellules (Lehmann, Kriger, et al.,, 2012 ; Lehmann, Rosenberger, et al., 2012). La
stimulation combinée des TLR7 et TLR9 active I’apoptose médiée par la caspase-3 (Mukherjee
et al., 2015). A l’inverse, les TLRY seuls exercent des effets neuroprotecteurs en présence de
stimuli nocifs tels que ’hypoxie ou encore les DAMPs libérés par la lyse de cellules adjacentes

(Shintani et al., 2013).

En parallele et en condition homéostatique, les TLRs jouent divers rdles dans les processus non-
inflammatoires. Pendant le développement, la signalisation mediée par les TLR2 et TLR3
inhibe la prolifération des progéniteurs neuronaux (Lathia et al., 2008 ; Okun, Griffioen, Gen
Son, et al., 2010). Chez I’adulte, les TLR3 suppriment également la neurogenése tandis que la
signalisation TLR2 et TLR4 produit les effets opposés (Okun, Griffioen, Barak, et al., 2010).
L’activation pharmacologique des TLR1 et TLR2, durant la période post-natale, altere la
mémoire spatiale et amplifie la contextualisation a la peur chez la souris adulte (Madar et al.,
2015). Un modele murin invalidé pour le récepteur TLR3 présente une amélioration de la
mémoire de travail dépendante de I’hippocampe ainsi qu’une atténuation du comportement

anxieux ; atténuation également retrouvee par invalidation des TLR7 (Hung et al., 2018 ; Okun,
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Griffioen, Barak, et al., 2010). De la méme maniére, I’invalidation des TLR4 entraine une
amélioration de la mémoire spatiale, mais paradoxalement, I’inhibition pharmacologique de ces
récepteurs n’induit aucune modulation positive ou négative sur ce type de mémoire (Okun et
al., 2012). Ceci soutient I’idée d’une implication des TLR4 dans la mise en place de la mémoire
spatiale pendant le développement. L’ensemble de ces résultats illustre les divers roles exercés
par les récepteurs TLRs tant en condition inflammatoire que physiologique. Si les voies de
signalisations de ces récepteurs sont bien documentées durant la neuro-inflammation dans les
cellules gliales, celles qui sont impliquées dans la modulation de la neurogenése et de la

mémoire chez I’adulte restent inconnues.

3.3.1.2. Les inflammasomes

Nous avons vu précédemment que les neurones exprimaient une batterie de récepteurs TLRs.
Aussi surprenant que cela puisse paraitre, et bien que ce soit encore débattu, ces cellules
expriment aussi les protéines de 1’inflammasome NLRP1 (S. E. Adamczak et al., 2014 ;
Kaushal et al., 2015 ; M. S. Tan et al., 2014). 11 a ét¢ montré que les dépots d’amyloide AP
entrainent une augmentation de I’expression de NLRP1 dans des cultures de neurones. De la
méme manicre, cette augmentation d’expression est observée dans un modele murin présentant
une épilepsie du lobe temporal. L’activation de cet inflammasome induit la pyroptose neuronale
et la dégénérescence des axones (Kaushal et al., 2015). De maniére opposée, 1’invalidation de
NLRP1 dans un mod¢le murin pour la maladie d’ Alzheimer diminue la pyroptose neuronale et
restaure les altérations de la mémoire spatiale induite par la pathologie (M. S. Tan et al., 2014).
De méme, cette invalidation diminue aussi la susceptibilité des crises épileptiques dans un
modeéle d’épilepsie du lobe temporal (C. C. Tan et al., 2015). Ces données démontrent un role
de I’inflammasome NLRP1 dans les neurones pendant une inflammation. Cependant, en 1’état
actuel des connaissances, aucune de ces études ne fait mention d’une maturation et d’une

libération d’IL-1p neuronale par cet inflammasome dans ce type cellulaire.

3.3.1.3. Quid de I’'IL-1 neuronale ?

Les neurones expriment les récepteurs TLRs ainsi que I’inflammasome NLRP1. Ces acteurs
moléculaires participent a la production d’IL-1p dans les cellules immunitaires. Néanmoins,
aucune étude n’est parvenue & confirmer la production, par les récepteurs TLR et
I’inflammasome NLRP1, de I’IL-1f au sein des neurones. Ce type cellulaire est-il au moins
capable de synthétiser cette cytokine, méme par une voie différente des TLRs ? Plusieurs

équipes ont pu mettre en évidence la présence d’IL-1B dans les neurones magnocellulaires de
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I’hypothalamus chez le rat, par marquage histologique et ce, peu aprés la découverte de la
cytokine elle-méme (Breder et al., 1988 ; Lechan et al., 1990 ; Watt & Hobbs, 2000). Ces
résultats font sens avec le role premier de cette cytokine qui est I’induction de la fiévre, puisque
le centre thermorégulateur de I’organisme est localisé dans I’hypothalamus. Cependant, depuis
ces travaux, la possibilit¢ de synthése d’IL-1p par les neurones n’a jamais été réellement
démontrée. En effet, aucun anticorps spécifique ou aucune technique expérimentale n’ont pu
confirmer la synthése de cette cytokine par les neurones. De méme, il n’existe aucun modéle

génetiquement modifié qui aurait pu permettre de répondre a cette question.

3.3.2. Effets de la signalisation induite par 1I’Il-1B sur le SNC pendant le

développement

S’il y a peu d’évidences expérimentales pour une expression neuronale d’IL-1p, différentes
études ont démontré des effets neuronaux de cette cytokine, pourtant pro-inflammatoire, en
condition homéostatique, et ce tant au niveau des réseaux que sur la cellule en elle-méme. La
signalisation IL-1 est présente dans 1’encéphale dés les stades embryonnaires et jusqu’a la fin
de vie de I’organisme. En effet, il a été montré que cette cytokine est fortement exprimeée durant
le développement prénatal et postnatal, avant de décliner pour atteindre sa concentration basale
de 0.01 pg/mL (soit 6.10° M), mesurée dans le fluide cérébrospinal humain a I’age adulte
(Alexander et al., 2005 ; Dziegielewska et al., 2000 ; Giulian et al., 1988).

Il est clairement établi que I’IL-1 est impliquée dans le développement neuronal. L’équipe de
Jiang a mis en évidence le réle chimio-attractant de I’'TL-1p en guidant la croissance axonale
des neurones corticaux. Ils ont montré que ce guidage est dépendant de la concentration d’IL-
1B dans le milieu et passe par la voie classique de la signalisation IL-1, puisque ce phénoméne
est inhibé en présence d’IL-1Ra (Ma et al., 2014). Mais le role de cette cytokine ne s’arréte pas
la. Quelques années plus tard, I’équipe de Han a mis en évidence que I’'IL-1p : 1/ permet la
différenciation des progéniteurs neuronaux en neurones corticaux et, 2/ est impliquée dans la
croissance des neurites. Ils ont démontré que cette cytokine active la voie NF-xB, qui a son
tour, active la voie Wnt5a par transcription et traduction de la protéine portant le méme nom
(figure 18) (Park et al., 2018). La voie Wnt5a est connue comme ¢étant 1’'une des voies
responsables de la différenciation et spécialisation cellulaires (Kumawat & Gosens, 2016). De
plus, elle est décrite a la périphérie comme la voie induite par I’IL-1p, jouant un role sur les
cellules endothéliales de la cornée (J. G. Lee & Heur, 2014) et sur les chondrocytes (S. Shi et

al., 2016). En revanche, si une inflammation survient pendant le développement, entrainant une
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surexpression de I’IL-1, celle-ci peut avoir des effets déléteres conduisant par exemple a des
troubles neurodéveloppementaux comme la dysplasie corticale (malformations cérébrales

caractérisées par des modifications de morphologie cellulaire) (Dubovicky, 2010).
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Figure 18 : Schéma de la voie Wnt5a induite par I’IL-1f dans les neurones au cours du
développement du SNC (adapté de Park et al., 2018)

Ainsi, il apparait que I’IL-1p, cytokine « pro-inflammatoire », mais plutdt multifonction, joue
un réle important dans la mise en place du réseau neuronal cortical lors du développement
cérebral, en agissant directement sur les neurones. Mais ce n’est pas la seule implication
physiologique qui lui a été décrite car I’IL-1p joue aussi un role important dans les mécanismes

de mémoire.
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3.3.3. Effets de la signalisation IL-1B sur le SNC mature

3.3.3.1. Hippocampe, mémoire et plasticité synaptique

3.3.3.1.1. Organisation anatomique et cellulaire de I’hippocampe

La mémoire, du latin memoria, est définie dans le dictionnaire comme « ’activité biologique
et psychique qui permet d’emmagasiner, de conserver et de restituer des informations »
(Larousse). Au niveau du cerveau, elle est principalement encodée par I’hippocampe.
L’hippocampe est une structure allongée et incurvée présente chez tous les mammiféres.
Comme dans la plupart des régions du cerveau, il est composé de deux types principaux de
neurones : les cellules principales excitatrices utilisant le glutamate comme neurotransmetteur
et les interneurones inhibiteurs, libérant du GABA (Gamma-aminobutyric acid) (Rivera et al.,
1999). L’hippocampe est subdivisé en plusieurs aires : le gyrus denté (DG) et la Corne
d’Ammon (CA), elle-méme découpée en aires CALl, CA2 et CA3. Ces aires sont également
subdivisées en « stratum », qui correspondent aux différents compartiments subcellulaires des
cellules excitatrices et qui ont permis de mieux appréhender 1’histologie de cette structure

cérébrale (figure 19) (Robert, 2018 ; Schultz & Engelhardt, 2014 ; Strange et al., 2014).

Stratum oriens
Stratum pyramidale
Stratum lucidum
Stratum radiatum

Figure 19 : Représentation schématique de la cytoarchitecture de ’hippocampe (adapté
de Ramon y Cajal, 1911)

Dessin d’une coloration de Golgi illustrant la cytoarchitecture de 1’hippocampe (adapté de Camon y
Rajal, 1911). Les différentes strates de [’hippocampe sont colorées. DG, dentate gyrus ; CA, cornus
ammonis.
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Les afférences extrinseques a I’hippocampe proviennent de diverses structures cérébrales telles
que les régions corticales, le complexe amygdalien, le thalamus ou encore le tronc cérébral via
le cortex entorhinal qui va, a son tour, conduire I’information au niveau du DG. Les neurones
du DG (appelés cellules granulaires) font ensuite synapses avec les dendrites des neurones
pyramidaux de I’aire CA3 (Freund & Buzsaki, 1996). Les neurones de CA3 transmettent
I’influx, soit & d’autres pyramidaux de CA3 via des collatérales, soit directement a I’aire CA1
par les collatérales de Schaffer (Ishizuka et al., 1990 ; Rosene & Van Hoesen, 1977). A leur
tour, les neurones de CAL projettent leurs axones vers le subiculum et enfin, le subiculum
transmet 1’influx nerveux vers les autres structures cérébrales (Beckstead, 1978 ; Finch et al.,
1983 ; Rosene & Van Hoesen, 1977). Cette voie, appelée boucle tri-synaptique, est la voie

majoritaire de conduction de I’influx nerveux au sein de 1I’hippocampe.

3.3.3.1.2. Organisation fonctionnelle de la mémoire: plasticité
synaptique et récepteur NMDA

La transmission d’information entre les neurones passe par un ¢lément central appelé la
synapse, qui est une jonction intercellulaire asymétrique composée d’une terminaison pré-
synaptique (axone, transmission) et post-synaptique (dendrite, réception) (Sudhof, 2021). Cette
transmission est assurée par la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique, qui se
lient sur leurs récepteurs présents en post-synapse, entrainant la propagation de potentiels
d’action (figure 20) (Eroglu & Barres, 2010 ; Shin et al., 2019).
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Figure 20 : Schéma de la neurotransmission au sein d’une synapse (adapté de Shin et al.,

Les neurotransmetteurs contenus dans des vésicules vont étre libérés dans la fente synaptique par
exocytose. Ces molécules sont captées par des récepteurs présents en post-synapse et génerent un influx

nerveux responsable de la transmission d’information.

La transmission synaptique excitatrice est sujette aux modifications morpho-fonctionnelles
appelées potentialisation a long-terme (LTP) ou dépression a long-terme (LTD). La LTP est un
processus impliquant un renforcement persistant des synapses qui entraine une augmentation
durable de la transmission des signaux entre les neurones (Bliss & Gardner-Medwin, 1973). La
LTD est I’exact opposé de la LTP, induisant une diminution de la force synaptique. Alors que
la LTP est générée par des stimulations de hautes fréquences de type tétanique, I’induction de
la LTD passe par une stimulation répétée de basse fréquence et de longue durée (Dudek & Bear,
1992, 1993). Ces deux événements remodelent le cytosquelette des neurones, entrainant une
modification de la synapse, tant au niveau morphologique qu’au niveau des récepteurs a la
membrane (Bosch et al., 2014 ; Herring & Nicoll, 2016 ; Lisman et al., 2012 ; Patterson &
Yasuda, 2011). La modification de la transmission synaptique est en partie due a la présence
d’un récepteur ionotropique du glutamate, le récepteur AMPA (2-amino-3-3-hydroxy-5-
methyl-isoxazol-4-yl propanoic acid). La LTP entraine une augmentation de la densité post-

synaptique des AMPARs (figure 21) tandis que la LTD induit ’exact opposé (Beattie et al.,
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2000 ; Benke et al., 1998 ; Carroll et al., 1999 ; Herring & Nicoll, 2016 ; Heynen et al., 2000 ;
Huganir & Nicoll, 2013 ; Man et al., 2000 ; Poncer et al., 2002). Cependant, ces phénoménes
ne seraient pas possibles sans un deuxieme récepteur ionotropique du glutamate : le récepteur
NMDA (N-methyl-D-aspartic acid) (Traynelis et al., 2010 ; Vyklicky et al., 2014).
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Figure 21 : Schéma des changements morphologiques lors d’une LTP au niveau des
synapses

A : Transmission synaptique normale. Les neurotransmetteurs vont lier leurs récepteurs en post-synapse
(AMPA et NMDA). Si toutes les conditions sont réunies, cela va générer un potentiel d’action en post-
synapse. B : Lorsqu’un train de stimulation de type tétanique est appliqué (stim), I’influx calcique du
récepteur NMDA active une cascade de signalisation intracellulaire impliquant la CaMKII qui va
conduire & un adressage a la membrane de nouveaux AMPARSs et renforcer le signal (LTP). C : La
synapse est renforcée par la présence d’un nombre plus important de AMPARs ce qui renforce la
transmission synaptique.

Les récepteurs NMDA (NMDAR) sont des hétérotétrameéres qui s’assemblent en
hétérodimeres, composés d’une combinaison de deux sous-unités obligatoires GIUN1A avec
deux autres sous-unités GIUN2 ou GIuN3 identiques (Monyer et al., 1992 ; Ulbrich & Isacoff,
2008). Il existe quatre sous-unités GIuUN2 (A-D) dont les propriétés biophysiques sont
différentes. Plus récemment, des récepteurs NMDA hétérotrimériques, composés des deux
sous-unités obligatoires GIUN1 et de deux sous-unités GIuN2 / GIluN3 différentes 1’une de
I’autre, ont été identifiés. Ils sont présents dans un grand nombre de régions cérébrales. Au
niveau de 1’hippocampe, les récepteurs NMDA hétérotrimériques sont particulierement
abondants avec une estimation de 15 a 50% de la population totale des récepteurs NMDA, dont
une majorité de récepteurs composés des sous-unités GIUN1/GIuUN2A/GIuN2B (Al-Hallag et
al., 2007 ; Paoletti et al., 2013 ; Rauner & Kohr, 2011). Le récepteur NMDA est un canal

voltage-dépendant conduisant peu de courant aux potentiels membranaires de repos. Ceci est

73



dd a une inhibition par du magnésium extracellulaire qui bouche physiquement le canal (Mayer
et al., 1984 ; Nowak et al., 1984). Perméables aux cations et notamment au calcium, ils sont
obligatoirement activés par deux agonistes : la glycine et le glutamate. Une dépolarisation
membranaire généralement provoquée par 1’activation des récepteurs AMPA 1éve I’inhibition
induite par le magnésium et la liaison des agonistes ouvre le canal, induisant un influx
cationique qui, in fine, dépolarise le neurone (Benveniste et al., 1990 ; Clements & Westbrook,
1991 ; Kleckner & Dingledine, 1988). La conformation en di- / tri-hétéromere influence
directement les propriétés du récepteur. Par exemple, un récepteur NMDA hétérodimérique
contenant les sous unités GIuN2A ou GIluN2B présente une haute conductance ainsi qu’une
forte sensibilité au blocage magnésium et a la perméabilité au calcium. L’inverse est observé
pour les récepteurs composeés des sous unités GIUN2C ou GIuN2D (Paoletti et al., 2013). De
maniere surprenante, les récepteurs NMDA hétérodimériques composes des sous-unités
GIuN1/GIuN3 sont exclusivement activés par la glycine, un neurotransmetteur considéré
jusqu’a présent comme inhibiteur (Otsu et al., 2019). Pour les récepteurs NMDA
hétérotrimériques, il apparait que les proprietés fonctionnelles sont dépendantes des sous-unités
exprimées. Les récepteurs composés de GIUNL/GIuUN2A/GIUN2B présentent une sensibilité
plus faible aux inhibiteurs GIUN2A (TCN201, zinc) et GIuN2B (ifenprodil, CP-101.606)
comparé aux hétérodiméres avec les mémes sous-unités. De plus, il semble que GIUN2A soit
dominant dans ce type de récepteur hétérotrimerique car elle influence la sensibilité au
glutamate du récepteur mais aussi sa cinétique de désactivation (Cheriyan et al., 2016 ; Hansen
etal., 2014 ; Stroebel et al., 2014). De maniére opposeée, le récepteur NMDA composeé des sous-
unités GIuUN1/GIuN2A/GIuN2C présente une dominance de la sous-unité GIUN2C vis-a-vis de
la probabilit¢ d’ouverture du canal comparé aux hétérodimeres GIuN2A ou GIluN2C
(Bhattacharya & Traynelis, 2018). En revanche, les propriétés fonctionnelles des récepteurs
NMDA hétérotrimériques contenant une sous-unité GIuN3 restent encore mal caractérisées.
L’ensemble de ces acteurs contribuent a former et a entretenir les processus d’apprentissage et

de mémaoire.
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3.3.3.2. Impact de I’IL-1p sur I’apprentissage et la mémoire

Au sein du SNC mature, I’IL-1B est impliquée dans différents mécanismes cellulaires, en
absence d’inflammation. Cette cytokine a des effets opposés sur la plasticité synaptique, et ce
de maniere concentration-dépendante (F. M. Ross et al., 2003). L’IL-1p agit par le biais du
récepteur a I’IL-1 qui est enrichi au niveau des densités post-synaptiques (Gardoni et al., 2011).
Comme mentionné dans la section 1, les neurones expriment deux isoformes de la chaine
accessoire IL-1R3 : IL-1R3ACP et IL-1R3AcPb. De faibles concentrations d’IL-1p favorisent
la phosphorylation de Src, par interaction avec la chaine IL-1R3AcPb plus affine pour la
cytokine, tandis que de plus fortes concentrations recrutent p38 et non Src, via I’'IL-1R3AcP
(Huang et al., 2011). De plus, au niveau des post-synapses, il a été montré sur culture primaire
de neurones d’hippocampe, que 1’activation de Src par I’IL-1p déclenche la phosphorylation de
la sous-unité GIUN2B du récepteur NMDA, induisant une augmentation de 1’influx calcique
(Gardoni et al., 2011 ; Viviani et al., 2003). Etant donné I’implication du récepteur NMDA
dans la transmission synaptique, dans les processus mnésiques et dans la LTP / LTD,

I’hypothése d’une contribution de I’IL-1f aux processus de plasticité synaptique a été émise.

En condition physiologique, le niveau d’expression de I’IL-1f se situe en dessous du seuil de
détection établi pour des techniques de dosage courant telle que I’ELISA. En effet, une série
d’études est parvenue a démontrer qu’une concentration de 10 aM d’IL-1p (équivalent a 107
M) était suffisante pour moduler la transmission synaptique (Luk et al., 1999) et une étude de
2021 est arrivée au méme résultat avec seulement 1 aM (1018 M) d’IL-1p (Stemkowski et al.,
2021). Au niveau de la plasticité synaptique, plusieurs travaux ont montré une augmentation de
I’expression de I’ARNm de I’IL-1p, dans les cellules gliales et les neurones, induite par la mise
en place d’une LTP sur des tranches aiglies d’hippocampe ou encore suivant des tests
comportementaux de conditionnement a la peur ou de mémoire spatiale (Depino et al., 2004 ;
Goshen et al., 2007 ; Labrousse et al., 2009 ; Schneider et al., 1998). Les souris invalidées pour
I’'IL-1R endogéne présentent des altérations de la mémoire spatiale, de ’induction et du
maintien de la LTP, mais aussi une absence d’augmentation d’expression d’ARNm de I’IL-18
(Avital et al., 2003 ; Goshen et al., 2007 ; Takemiya et al., 2017). Des résultats similaires sur
la LTP et la mémoire spatiale sont observés lorsque les IL-1Rs sont inhibés
pharmacologiquement par injection d’IL-1Ra (Goshen et al., 2007 ; F. M. Ross et al., 2003 ;
Schneider et al., 1998). L’injection ICV de faibles concentrations d’IL-1 chez le rat conduit a
une amélioration de la mémoire lors des tests d’évitements passifs (Brennan et al., 2003). Les

mémes résultats sont observés chez la souris et I’équipe de Goshen précise que cet effet possede
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une composante temporelle car I’amélioration sur la mémoire lors des tests d’évitements passifs
n’est observée que 5 jours post-injection (Yirmiya et al., 2002). L’IL-1p facilite aussi la
plasticité en stimulant la production de NGF (nerve growth factor), qui augmente I’activité de
I’acétylcholinestérase et facilite 1’induction de la LTP (Conner et al., 2009). De méme, cette
cytokine stimule la production de BDNF (brain-derived neurotrophic factor), facteur impliqué
dans la plasticité synaptique et la mémoire par activation de multiples voies de signalisations
qui conduisent notamment a la libération de neurotransmetteurs, la potentialisation des
NMDARSs et I’augmentation de I’adressage des AMPARSs a la membrane (Cunha et al., 2010).

De maniere opposee, a forte concentration, un role délétére de I’'IL-1B sur les processus
mnésiques a été décrit, particulierement en condition inflammatoire. En effet, I’injection d’IL-
1B dans les ventricules latéraux inhibe la production de NGF et diminue la libération
d’acétylcholinestérase, ce qui génere des troubles de la mémoire (Taepavarapruk & Song,
2010). De méme, I’expression chronique de cette cytokine dans I’hippocampe dorsal de rat, par
approche lentivirale, induit une altération morphologique du développement des neurones ainsi
que des troubles de la mémoire de reconnaissance (Hueston et al., 2018). L’utilisation d’un
modele murin de surexpression chronique d’IL-1p dans les cellules gliales de I’hippocampe a
révélé un niveau élevé de cytokines pro-inflammatoires, une glie réactive, ainsi qu’une
altération de la mémoire spatiale et de la mémoire contextuelle de la peur a long-terme, tandis
que les processus mnésiques a court terme indépendant de 1I’hippocampe n’étaient pas affectés
(Hein et al., 2010 ; Moore et al., 2009). Le tableau 5 récapitule I’ensemble des données de
cette section.
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Tableau 5 : Récapitulatif des effets médies par I'lL-1p sur les mécanismes d'apprentissage
et de mémoire dans le systéme nerveux central en fonction de sa concentration

Effets de ’IL-1B sur les neurones dans le SNC

Condition physiologique : Condition inflammatoire :
Faible concentration d’IL-18 Forte concentration d’IL-1B
Modulation de la transmission synaptique Inhibition de la production de NGF
Amélioration de la mémoire lors de tests Diminution de la libération
d’évitements passif d’acétylcholinestérase

Augmentation de I’expression d’ARNm de | Altération du développement des neurones

I’IL-1B aprés induction d’une LTP ou tests | Altération de la mémoire spatiale

comportementaux Altération de la mémoire de reconnaissance
Induction de la production de NGF et de Altération de la mémoire contextuelle de la
BDNF peur a long-terme

Facilitation de I’induction de la LTP
Amélioration de la mémoire spatiale
Augmentation de I’influx calcique NMDA

dépendant

L’ensemble de ces données suggerent que I’IL-1p affecte différentiellement les processus de
mémoire et d’apprentissage en fonction de 1’état homéostatique du cerveau. En condition
physiologique, une faible production d’IL-1 faciliterait la plasticité synaptique, alors qu’en
condition inflammatoire une production soutenue aurait des effets délétéres. Néanmoins, en

condition homéostatique 1’origine de I’IL-1p reste une question en suspens.
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4. Contexte de I’étude

4.1. Limites technologiques pour I’étude spatio-temporelle de I’IL-1f

L’IL-1B, cytokine « pro-inflammatoire », joue aussi un réle en condition physiologique dans le
SNC. Des études princeps ont mis en évidence 1’expression de cette cytokine dans les neurones
magnocellulaires de I’hypothalamus chez le rat (Breder et al., 1988 ; Lechan et al., 1990 ; Watt
& Hobbs, 2000). En outre, cette cytokine est impliquée dans le contrdle bidirectionnel de la
plasticité synaptique au niveau de I’hippocampe. Ces études ouvrent un nouveau champ
d’investigation quant aux fonctions non-inflammatoires de I’IL-1f dans le SNC. Cependant, les
approches expérimentales employées pour étudier I’'IL-1B sont restreintes a 1’utilisation
d’anticorps (Western blot, ELISA, immunohistochimie) dont la spécificité n’est pas démontrée
et qui surtout manquent cruellement de résolution cellulaire, spatiale et temporelle. La pauvreté
de ces outils limite donc considérablement les travaux permettant d’identifier les cellules
synthétisant I’IL-1p mais aussi les mécanismes cellulaires nécessaires a sa maturation et a sa

libération, particulierement au sein du systeme nerveux.

4.2. Développement de nouveaux outils pour I’analyse spatio-
temporelle de ’IL-1p

Pour visualiser la dynamique spatio-temporelle de I’interaction protéine-protéine, il existe
plusieurs stratégies de haute résolution basées sur des mesures de fluorescence. Celles-ci
peuvent étre directes, par exemple une fusion entre la protéine d’intérét et une protéine
fluorescente permet de suivre son expression cellulaire ou subcellulaire. D’autres stratégies
permettent de suivre I’activité de la protéine, on les appelle les biosenseurs. Ceux-Ci peuvent
étres basés sur une modulation de 1’émission de fluorescence en fonction de 1’activité¢ de la
protéine ou sur le principe du transfert d’énergie par résonance (RET pour Resonance Energy
Transfert). Les plus connues sont le FRET (Forster RET), le TR-FRET (Time Resolving-FRET)
et le BRET (Bioluminescence RET). Les approches de RET sont plus utilisées pour étudier les
interactions protéine-protéine ou leur maturation. Un des avantages de ces différentes stratégies
est qu’elles reposent sur des protéines génétiquement modifiées permettant 1’utilisation

d’approche virale ou transgénique pour cibler leur expression au sein des tissus.

Afin d’¢étudier la dynamique de I’IL-18, un biosenseur de BRET cod¢ génétiquement a été crég,
permettant de visualiser en temps réel sa maturation dans n’importe quel type cellulaire. La

version initiale de ce biosenseur est constituée par la fusion, sur le précurseur pro-IL-1B, de la
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RLuc8 (un variant de la Renilla luciferase) en position N-terminale et de Venus (un variant
d’une protéine fluorescente jaune) en position C-terminale (Compan, Baroja-Mazo, Bragg, et
al., 2012). Le principe du BRET, comme toute technique de RET, est basé sur un transfert
d’énergie non radiatif. La spécificit¢ du BRET réside dans le fait que 1’énergie provient d’une
enzyme bioluminescente (dans le cas présent, une luciférase issue d’un organisme marin Renilla
reniformis). L’énergie générée par dégradation d’un substrat, la coelenterazine, est transférée a
une molécule fluorescente qui, ainsi excitée, va émettre une quantité mesurable de fluorescence
(Hwang et al., 2019). De maniére courante, 1’enzyme produisant la bioluminescence est appelée
« donneur d’énergie », et le fluorophore « accepteur d’énergie ». Le signal de BRET est obtenu
par ratio de la fluorescence de I’accepteur sur la bioluminescence du donneur. Etant donné que
le transfert d’énergie peut seulement avoir lieu uniquement si le donneur et I’accepteur sont a
une distance inférieure ou égale a 20 nm, la technique de BRET est une technologie tres sensible

et fiable pour étudier I’interaction ou la maturation de protéines.

Le choix d’utilisation du BRET par rapport aux autres techniques RET a été fait en vertu de ses
avantages (tableau 6). Par comparaison avec le FRET, le BRET ne présente pas d’auto-
fluorescence et ne nécessite aucune excitation lumineuse directe du donneur ce qui exclut les
problémes de photoblanchiments, de photo-réponses, de phototoxicités et de dommages
tissulaires potentiels induits par la source lumineuse. De plus, I’absence de stimulation
lumineuse entraine une diminution du bruit de fond. En revanche, la luminescence du BRET
étant tres faible, elle ne peut pas étre accentuée par une excitation lumineuse externe (laser) et
requiert un équipement adapté (chambre noire) ainsi qu’une caméra capable de capter le peu de
photons émis par la construction (Xie et al., 2011). Ces inconvénients réduisent la résolution
spatiale au profit d’une meilleure survie des cellules. Un autre inconvénient du BRET est la
nécessité d’utiliser un substrat enzymatique de la luciférase ce qui limite considérablement
I’utilisation de cette technique in- ou ex-vivo. Par comparaison, le TR-FRET utilise les
lanthanides, comme le terbium ou I’europium, pour émettre de la luminescence. Bien que cette
technique posseéde un meilleur ratio signal/bruit ainsi qu’une demi-vie de la fluorescence de
I’ordre de la milliseconde contre quelques nanosecondes pour un fluorophore classique,
I’utilisation des lanthanides reste 1’inconvénient majeur. Ces composés chimiques ne sont pas
capables de traverser la membrane plasmique, bien qu’il existe des stratégies pour les faire
pénétrer dans la cellule (Cottet et al., 2012). Le TR-FRET reste, cependant, une technique de

choix pour visualiser des interactions de protéines membranaires.
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Tableau 6 : Avantages et inconvénients des techniques RET

Absence d’auto-fluorescence

Pas d’excitation lumineuse Faible luminescence
directe Equipement en chambre
BRET Pas de photoblanchiment noire nécessaire
Pas de photo-réponse Caméra sensible obligatoire
Pas de phototoxicité Faible résolution spatiale
Faible bruit de fond

_ Bruit de fond important
Forte luminescence .
_ ] _ ) Photoblanchiment
Meilleure résolution spatiale

FRET Peut étre réalisé dans un

environnement faiblement

Phototoxicité
Dommages tissulaires par la
source lumineuse (laser)

lumineux
Auto-fluorescence

Meilleur ratio/bruit par

rapport aux autres Pas de pénétration
TR-FRET techniques RET intracellulaire des
Demi-vie de la fluorescence lanthanides

plus importante

Dans sa configuration, le biosenseur de BRET de I’IL-1p génére un fort signal lorsque la
cytokine est sous sa forme précurseur. Ce signal diminue lorsque la pro-IL-1 est clivée lors de
sa maturation, du fait de la séparation physique du donneur et de 1’accepteur (figure 22A). Dans
I’objectif de vérifier que 1’ajout du donneur et de 1’accepteur n’entrave pas le clivage et permet
bien la maturation de I’'IL-1p, les auteurs ont exprimé ce biosenseur dans des lignées de
macrophages sauvages (WT), ou invalidés pour les protéines ASC ou NLRP3. En présence de
nigéricine, un activateur de I’inflammasome, une diminution du signal de BRET dans la lignée
WT est observée alors que dans les lignées mutantes, le BRET reste stable (figure 22B). Afin
de confirmer la maturation du senseur par la caspase-1, les auteurs ont généré un biosenseur
muté au niveau des sites de clivages de I’enzyme. Ils ont ensuite analysé la maturation en
exposant les biosenseurs sauvages et mutés a des concentrations croissantes de caspase-1. Dans

ces conditions, une diminution du signal du BRET est observee uniquement pour le senseur
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sauvage (figure 22C) (Compan, Baroja-Mazo, Bragg, et al., 2012). Ces données démontrent

que le senseur IL-1p subit la méme maturation dépendante de la caspase-1 que I’IL-1p sauvage.
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Figure 22 : Biosenseur de BRET de I’IL-1p et étude de la maturation de I’IL-1p (adapté
de Compan et al., 2012)

A : Représentation schématique du biosenseur de BRET. La Rluc8 fusionnée en N-terminale dégrade
son substrat pour produire de la bioluminescence. L’énergie est transférée a 1’accepteur Venus,
fusionnée en C-terminale, qui va émettre une quantité mesurable de fluorescence. Cette conformation
produit un fort signal de BRET. Apreés clivage par la caspase 1 sur les sites D27 et D116, 1’éloignement
du donneur et de I’accepteur diminue le signal de BRET. B : Etude de la variation du signal de BRET
au cours du signal dans des macrophages WT, NLRP3-/- et ASC-/- exprimant le biosenseur de BRET
de ’IL-1pB. L’ajout de nigéricine, activateur de 1’inflammasome entraine une diminution du signal de
BRET dans la lignée WT et non dans les deux autres lignées. C : Dose réponse du signal de BRET
maximal en fonction de la concentration en caspase-1 pour le biosenseur WT et le biosenseur muté pour
les sites de clivages de la caspase-1. L’addition croissante de caspase-1 induit un clivage de I’'IL-1p,
donc une diminution du signal de BRET. Cette diminution est absente pour le biosenseur muté.
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Avant de débuter mes travaux de recherche, 1’équipe, qui avait créé le biosenseur de BRET, a
décid¢é d’y apporter certaines améliorations. La RLuc8 a été changée pour la NanoLuciférase
(NLuc), une petite enzyme de 19 kDa dérivée de la luciférase présente dans la crevette marine
Oplophorus gracilirostris (Hall et al., 2012). La NLuc présente un signal bioluminescent plus
intense et plus stable dans le temps (la demi-vie du signal est d’environ 2h) comparé aux autres
luciférases (England et al., 2016 ; Goyet et al., 2016 ; Hall et al., 2012). En parallele, le substrat
dégradé pour produire la luminescence a ét¢ modifié¢ afin d’obtenir un composé chimique plus
stable avec une autoluminescence plus faible. Alors que la RLuc8 dégrade la coelenterazine, un
analogue de cet imidazopyrazinone a été développé pour la NLuc : la furimazine. Ce substrat

est exclusif a la NLuc et ne peut étre dégradé par les autres luciférases (Hall et al., 2012).

De la méme maniere, les auteurs ont souhaité améliorer I’accepteur. La protéine Venus,
initialement utilisée dans le premier biosenseur de BRET de I’'IL-1 est a été remplacée par la
YPet (Yellow fluorescent Protein for energy transfert), une protéine de 27 kDa provenant d’une
combinaison de mutations entre Venus et YFP3 (yellow fluorescent protein 3) (Nguyen &
Daugherty, 2005). Comparée a Venus, la YPet présente une plus forte luminescence, une
meilleure photo-stabilité et une plus faible sensibilité aux variations de pH (J. Lee et al., 2020).
Théoriquement, I’amélioration des performances du donneur et de ’accepteur d’énergie devrait

conduire & un meilleur signal de BRET, avec une plus grande stabilité.

Ceci a été validé expérimentalement. Dans une premiere étape, la RLuc8 a été remplacée par la
NLuc. La mesure de la luminescence produite par la NLuc en présence de furimazine (environ
1U de luminescence (A.U.)) est 10 fois plus importante que celle de la RLuc, en présence de
coelenterazine, qui est d’environ 0.1U de luminescence (A.U.) (figure 23A). Par la suite, Venus
a été remplacée par YPet. La figure 23B présente le signal de BRET obtenu par la modification
de I’accepteur d’énergie du biosenseur de BRET de I’IL-1p. La combinaison NLuc-YPet génére
un signal de BRET significativement plus éleve (250 mBU) que la combinaison NLuc-Venus
(environ 200 mBu). L’ensemble de ces données, en accord avec la littérature, dénote une

amélioration du biosenseur de BRET de I’IL-1p, dont un schéma est présenté en figure 23C.
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Figure 23 : Modification du biosenseur de BRET de I'IL-1p

A : Mesure de la bioluminescence produite par Rluc8-IL-1B-Venus et Nluc-IL-1B-Venus en présence
de coelenterazine. B : Signal de BRET (en unités de milli-BRET — mBU) obtenu dans des cellules
exprimant soit le biosenseur Nluc-IL-1B-Venus soit le biosenseur Nluc-1L-1B-Ypet. C : Schéma du
nouveau biosenseur de BRET de I’IL-1p.
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4.3. Hypotheses de travail

Comme mentionné précédemment, 1I’IL-1B est impliquée dans la modulation de la plasticité
synaptique, en condition homéostasique. Cependant, en 1’état actuel des connaissances,
I’origine cellulaire de cette cytokine produite en condition physiologique reste inconnue. Le
premier objectif de ce travail est donc d’identifier les types cellulaires au sein du SNC capables
de synthétiser, maturer et libérer de I’IL-1 en condition physiologique. Le second objectif de
cette étude est de décrypter les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la
production d’IL-1p en condition homéostatique. En effet, bien que les différentes populations
cellulaires du cerveau expriment les protéines indispensables a la synthése d’IL-1p (TLR,
composants de I’inflammasome, facteurs de transcriptions...), ces voies de synthése sont
réprimées. Il est ainsi nécessaire de développer de nouveaux outils permettant de comprendre

comment la synthése d’IL-1P peut étre régulée, particulierement au niveau neuronal.

La premiére partie de cette étude présentera la caractérisation du biosenseur de BRET de I’'IL-
1B dont le donneur et I’accepteur d’énergie ont été¢ améliorés. Nous détaillerons la maturation
et la libération par les macrophages avant de déterminer si la présence de 1’accepteur affecte ou
non la bio-activité de I’IL-1p mature. Dans une deuxiéme partie, nous aborderons la synthése,
la maturation et la libération de I’IL-1P par les neurones hippocampiques. Enfin, dans une
troisieme partie, nous étudierons les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la

production d’IL-1 neuronale.
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5. Procédures expéerimentales

5.1. RNAscope

Des tranches aigiies d’hippocampe de souris Thyl-GFP de 16 um d’épaisseur sont fixées avec
4% de PFA (Electron Microscopy Sciences, 15714) pendant 60 min puis sont perméabilisées
avec un prétraitement séquentiel a 1’éthanol 50% puis 70% puis 100%, pendant 5 min suivi
d’un traitement au peroxyde d’hydrogeéne pendant 10 min puis une submersion de 5 min dans
la solution RNAscope Target Retrieval, préalablement chauffée a 100°C. Enfin, la
perméabilisation est achevée par ajout de 120 pL / tranche de RNAscope Protease III suivi
d’une incubation de 30 min a 40°C et de trois lavages a I’eau distillée. L hybridation des sondes
RNAscope est effectuée par addition de 120 pL de sonde sur chaque tranche, suivi d’une
incubation de 2h a 40°C. Les coupes sont lavées trois fois avec du tampon de lavage puis
incubées 30 min a 40°C avec 120 pL de molécules d’amplification du signal conjuguée a un
fluorophore ou une enzyme de type peroxydase de Raifort. Ces étapes sont répétées pour chaque
sonde a amplifier sur la tranche. Un contre marquage des noyaux avec du DAPI, dilué au
1/5000°, est réalisé suivi d’un protocole d’immunohistochimie pour amplifier la GFP exprimée
de maniére aléatoire dans les neurones pyramidaux des souris Thyl-GFP (cf. section
immunofluorescence). Les tranches sont imagées a 1’aide d’un microscope a épifluorescence

muni d’un apotome.

5.2. Biologie moléculaire

5.2.1. Construction du biosenseur IL-13-APEX2

Les ADNCc de la pro-1L-1p murine, de ’APEX2 et de la séquence P2A-Scarlet ont été amplifiés
par PCR, flanqués par les sites de restrictions BsrG1 et NHE1 avec des amorces synthétisées
chez Eurofins a partir des plasmides pCMV-mouse-pro-IL-18, pWPT-EF1a-P2X4-APEX2-
GFP et pcDNA3-rP2X2-GCaMP6-P2A-Scarlet, respectivement. Les différents fragments ont
été insérés dans le vecteur pAAV-CW3SL-EGFP par digestion enzymatique (BsrG1/NHE1),
dont la EGFP a été préalablement retirée par digestion enzymatique BsrG1/NHEL. Le néo-
plasmide pWPT-CW3SL-pro-mIL-1B-APEX2-P2A-Scarlet a été ensuite amplifié par miniprep
(Promega, A1330) puis midiprep (Macherey-Nagel, 740420.50).
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5.2.2. Construction du rapporteur IL-1B promoteur-mNeongreen

L’ADNCc de la mNeongreen a ét¢ amplifi¢ par PCR, flanqué par les sites de restrictions Notl et
Xhol a partir du pcDNA3.1-mNeongreen-Calflux-NLuc-hTRPV1 avec des amorces
synthétiques. Le fragment a été inséré par digestion enzymatique (Notl/Xhol), en C-terminal
du promoteur dans le plasmide pWPT-IL-1B-promoteur-Flag/HA, dont I’étiquette Flag/HA a
été retiré par digestion enzymatique (Notl/Xhol). Le néo-plasmide pWPT-IL-1B-promoteur-

mNeongreen a été ensuite amplifié en miniprep puis midiprep.

5.2.3. Production de lentivirus

Les HEK293T sont ensemencées en boite de diamétre 14 cm. 24h apres, les cellules a une
confluence de 70% sont transfectées via la technique au phosphate de calcium. Briévement, 3
plasmides sont utilisés : le plasmide d’intérét, le plasmide d’enveloppe lentivirale codant pour
la protéine VSV-G (pMD2G) et le plasmide « packaging » contenant des génes codant pour la
structure et la réplication des lentivirus (pSPAX2). Chaque plasmide est mélangé dans de I’eau,
a raison de 824 uL d’eau par boite (quantité de plasmide : pMD2g = 5 pg/boite ; pPSPAX2 = 15
ug/boite ; plasmide d’intérét = 20 pg/boite). Du calcium 8X est ajouté en goutte a goutte dans
le mix eau-plasmide (288 uL de calcium/boite) puis le mélange est oxygéné et incubé 20 min a
température ambiante (RT). Pendant I’incubation, un tube d’HBSS est préparé avec un volume
équivalent a celui du mix en cours d’incubation (soit 1152 uL /boite). Aprés incubation, la
solution contenant les plasmides est ajoutée en goutte a goutte dans la solution d’HBSS cette

derniére est oxygénée et introduite dans les boites de 14 cm, a raison de 2,3 mL/boite.

6h post transfection, le milieu est remplacé par du DMEM, 1% SVF (Biowest, S1810-500), 1%
P/S (pour Penicilline-Streptomycine 10 000U/mL, Gibco, 15140-122) et les cellules sont
incubées a 37°C, 5% CO> sur 2 jours. 72h post-transfection, le surnageant est récupére, filtré
avec des filtres 0.45 um (Millipore) et du polyéthylene glycol (40% PEG 600, Sigma, 81253)
4X est ajouté pour précipiter les proteines. Apreés incubation a 4°C sur la nuit, les tubes sont
centrifugés 30 min, 2600g a 4°C et le culot est resuspendu dans 100 uL. de PBS. Des aliquots
de 40 pL sont stockés a -80°C.
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5.2.4. Production d’Adeno-Associated virus (AAV)

Les HEK293T sont ensemencées en boite de diamétre 14 cm 24h apres, les cellules & une
confluence de 70% sont transfectées via la technique au phosphate de calcium avec le plasmide
d’intérét, le plasmide pDJ codant pour des protéines de capside virale des sérotypes AAV2, 8
et 9 et le plasmide pHelper codant pour des facteurs de réplications pour les AAV (quantité de
plasmide : pDJ = 13 pg/boite ; pHelper = 13 ug/boite ; plasmide d’intérét = 13 pg/boite). 6h
post transfection, le milieu est remplacé par du DMEM, 1% SVF, 1% P/S et les cellules sont
incubées a 37°C, 5% CO: sur 2 jours. La suite du protocole pour la purification et la
concentration des AAV utilise le kit AAVpro® Purification Kit Maxi (Takara, 6666).
Briévement, 72h post-transfection, les cellules sont rincées une fois en PBS puis décollées au
Versene et centrifugées a 4°C a deux reprises, successivement 2000g pendant 10 min puis
2000g pendant 1 min. Entre chaque centrifugation, seul le culot cellulaire est conservé. Ce
dernier est resuspendu avec 4 mL d’AAV extraction solution A plus et incubé 5 min a RT. Une
centrifugation & 4°C, de 9000g pendant 10 min est réalisée puis le surnageant est transféré dans
un nouveau tube dans lequel sont introduits 400 uL d’AAV extraction solution B. 40 puL de
Cryonase Cold-active nuclease sont ajoutés puis les tubes sont incubés 1h a 37°C. 400 pL de
Precipitator A sont introduits puis les échantillons sont agités 10s au vortex, incubés 30 min a
37°C, de nouveau agités au vortex 10s puis 200 uL de Precipitator B sont ajoutés avant une
centrifugation de 9000g pendant 5 min a 4°C, précédé d’une agitation au vortex. Le surnageant
est filtré avec des filtres 0.45 pum puis le filtrat contenant les AAV est introduit dans des
colonnes Amicon Ultra-15, 100 kDa (Millipore, UFC901024). Les tubes sont centrifugés a
2000g pendant 5 min a 15°C, le filtrat est retiré et le contenu du filtre est resuspendu dans 2 mL
de solution de resuspension. Le procédé de centrifugation-resuspension est répété jusqu’a
I’obtention d’un volume inférieur a 100 pL dans le filtre Amicon. Le contenu du filtre est

resuspendu puis aliquoté et stocké a -80°C.
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5.3. Cultures primaires et transductions

5.3.1. Culture primaire post-natale de neurones et transduction

Les cultures primaires sont réalisées selon le protocole décrit dans 1’article Moutin et al., 2020.
Briévement, les structures d’intéréts (hippocampe et/ou cortex) sont extraites de cerveaux de
souriceaux PO (Gibco, A12475-01, figure 24A). Elles sont récoltées dans de I’Hibernate A et
sont digerées avec 2.5 mg de papaine (diluée dans 600 puL d’Hibernate A ; Sigma, P4762)
pendant 10 min a 37°C et 50 uL de DNAse 1 (Roche, 10104159000) pendant 5 minutes
additionnelles. L’action de la papaine est arrétée par 1’ajout de milieu MC+ (noté¢ CM+) et les
tissus sont dissociés mécaniquement durant 3 sessions d’aspirations-refoulements a I’aide d’un
cbne de 1 mL. Les cellules dissociées sont disposées délicatement dans un tube de 2 mL
d’Hibernate A contenant 4% de BSA (Albumine sérique bovine, Sigma, A7906-50G) dans
lequel des bulles ont été générées pour éviter de mélanger la suspension cellulaire a la BSA,
puis centrifugées pendant 7 min & 300g. Les cellules sont ensuite resuspendues dans du milieu
MC+, ensemencées dans des supports de culture prétraités a la Poly-ornithine (0.03 mg/mL ;
Sigma, P3655-100MG) et a la laminine (1 pg/mL ; Sigma, L2020), puis maintenues a 37°C,
5% CO2 (figure 24B). Aprés 2 jours in vitro (DIV2), 1 uM d’AraC (cytosine B-D-
arabinofuranoside hydrochloride, Sigma, C6645) est ajouté dans les cultures pour limiter la
prolifération gliale pendant 8 a 18 heures. A DIV3, 80% du milieu est remplacé par du milieu
« MC- ». Les cultures sont transduites a DIV7 avec 0.2 uL a 10 pL du virus d’intérét et les

expeériences sont conduites 6 a 8 jours post-transduction (DIV13 a DIV15).

Milieu MC+ : Neurobasal-A (Gibco, 12349015) supplémenté de 2% B27 (Gibco, 17504044),
0.25% Glutamax (Gibco, 35050037), 0.25% L-glutamine (Gibco, 25030-024), 10% SVF
(sérum de veeu feetal décomplémenté) (Gibeo, 10270105) et 1% P/S

Milieu MC- : BrainPhys (Stemcell tech., 05790) supplémenté de 2% B27, 0.25% Glutamax et
1% PI/S.
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Figure 24 : Vue d’ensemble du protocole de culture hippocampique de souris post-natales
(adapté de Moutin et al., 2020)

A : Représentation schématique de la dissection de I’hippocampe. B : Représentation schématique de la
dissociation et de I’ensemencement des cellules.
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5.3.2. Culture et transduction de tranches organotypiques d’hippocampe

Une membrane (Membrane LCR, PTFE hydrophile, 0.45 pum, 47 mm diamétre, Millicell,
FHLCO04700) est découpée en cercles de 6 mm de diamétre, puis 5 cercles sont disposés dans
un insert de culture (Millicell, PICMORG50), lui-méme placé dans une boite de pétri 10 cm
contenant 6 mL de milieu de culture permettant de créer un dispositif a I’interface entre 1’air et
le milieu. Les tranches organotypiques d’hippocampe sont réalisees a partir de souriceaux P7.
Les hippocampes sont extraits dans leur intégralité apres hémisection du cerveau dans de
I’Hibernate A, puis sont disposés sur une platine de coupe munie d’un bras contenant une lame,
destinée a réaliser des tranches de 400 um d’épaisseur. Ces derniéres sont resuspendues dans 1
mL d’Hibernate-A puis transférées dans une pétri 35 mm pour étre separées les unes des autres
délicatement a la P1000. Les tranches sont ensuite disposees sur les membranes puis incubées
a37°C, 5% COz. A DIV3, le milieu est renouvelé et les tranches sont transduites avec 0.2 pL a
2 uL du virus d’intérét, puis incubées a 33°C, 5% CO>. Le milieu est de nouveau renouvelé a

DIV10. Les expériences sont conduites entre 11 a 13 jours post-transduction (DIV14 a DIV16).

Milieu de culture : Minimum Essential Medium (Gibco, 51200-046) supplémenté de 25%
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco, 14025-050), 25% Horse Serum (Gibco, 26050-
070), 1% P/S, 0.5% L-glutamine, 10 mM HEPES (Gibco, 15630-056), 5 mM Tris-HCI 1M pH
7.5 (Gibco, 15567-027).

54. Cultures et transductions de lignées cellulaires

5.4.1. Culture des cellules HEK293T & HEK-Blue™ |L-1R

Les HEK293T et les HEK-Blue IL-1R sont cultivées dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle
(DMEM) + GlutaMAX + 4.5 g/L de glucose supplémenté avec 10% de SVF (Sérum de Veeu
Feetal décomplémenté, Biowest) et 1% P/S. Pour leur entretien bi-hebdomadaire, les cellules
sont rincées une fois en PBS puis décollées au Verséne (Gibco, 15040-033). Elles sont ensuite

diluées au 1/10° et ensemencées dans une flasque de culture T7s.

5.4.2. Culture et création de la lignée stable de THP-1 exprimant le biosenseur
de BRET de I’IL-1B murin

Les THP-1 sont une lignée de monocytes humains. Ces cellules en suspension sont cultivées
dans un milieu RPMI 1640 (Gibco, 21875-034) supplémenté avec 10% de SVF et 1% P/S et

sont entretenues deux fois par semaine. Les cellules sont ensemencées dans une plague 6 puits
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aenviron 1.10° cellules/puits. Les THP-1 sont transduites avec 6 pL du plasmide pWPT-EF 1 a-
NLuc-1L-1B-YPet + 6 puL de mix Lentiblast (Ozbioscience) (3 pL de LentiBlast A + 3 pL de
LentiBlast B). Les cellules transduites sont ensuite amplifiées et entretenues deux fois par

semaine. Une partie sera congelée pour conserver la lignée créée.

5.4.3. Culture et création de la lignée stable de neuroblastome SH-SY5Y
exprimant le biosenseur de BRET de I’'IL-1f

Les SH-SY5Y sont cultivées dans un milieu DMEM + GlutaMAX + 4.5 g/L de glucose
supplémenté avec 10% de SVF, 1% P/S et 2 mM de glutamine et sont entretenues deux fois par
semaine. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a une confluence de 50% et sont
transduites avec 0.5, 1, 1.5, 2, et 2.5 uL de suspension lentivirale contenant le plasmide pWPT-
CamKlla-NanoLuc-IL-1B-YPet afin de créer une lignée stable. L’expression est vérifiée a
DIV10 post-transduction par immunocytochimie afin de conserver uniquement la condition
avec la meilleure expression. La lignée stable est ensuite amplifiée et entretenue normalement.

Une fraction de cellules est congelée.

5.4.4. Différenciation des SH-SY5Y

La différenciation des SH-SY5Y est décrite dans I’article Shipley et al., 2016. Ce protocole est
constitué de 11 étapes réparties sur une période de 18 jours (figure 25) et, est appliqué sur les
lignées SH-SY5Y non transduites et exprimant de maniére stable le biosenseur de BRET de
I’IL-1B. Briévement, le premier jour (équivalent & 0 sur le schéma), 50 000 cellules/mL sont
ensemencées dans des supports de culture non traités. Le milieu de différenciation 1 est changé
aux jours 1, 3 et 5. Le 7¢ jour, les cellules sont diluées au 1/2° dans de nouveaux supports de
culture non traités avec du milieu de différenciation 1. Le milieu de différenciation 2 est ajouté
sur les cellules au jour 8 et ces derniéres sont de nouveaux diluées au 1/2° a jour 10, sur des
supports de culture prétraités a la poly-ornithine. Le changement de milieu pour le milieu de
différenciation 3 est réalisé les jours 11, 14 et 17 et les cultures sont prétes le 18° jour.

Milieu de différenciation 1 : DMEM + GlutaMAX + 4.5 g/L glucose supplémenté de 2.5% de
SVE, 1% P/S, 2 mM Glutamine et 10 uM d’acide rétinoique (RA) (Sigma, R2625-50MG).

Milieu de différenciation 2 : : DMEM + GlutaMAX + 4.5 g/L glucose supplémenté de 1% de
SVF, 1% P/S, 2 mM Glutamine et 10 pM RA.
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Milieu de différenciation 3 : Neurobasal supplémenté de B27 1X, 20 mM KCI, 1% P/S, 2 mM
Glutamax, 50 ng/mL BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor, Hellobio, HB3485), 2 mM
db-cAMP (dibutyryl cyclic Adenosine Mono-Phosphate, Sigma, D0627-25mg) et 10 uM RA.
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Figure 25 : Chronologie du protocole de différenciation des SH-SY5Y (adapté de Shipley
et al., 2016)

5.4.5. Culture et création de la lignée neuronale HT-22 exprimant le biosenseur
de BRET de I’'IL-1B

La lignée HT-22 est cultivee dans le méme milieu que celui utilisé pour les HEK293T et
entretenue de maniere bi-hebdomadaire. Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits a une
confluence de 50% puis transduites avec 1, 3 et 6 pL. de suspension lentivirale contenant le
plasmide pWPT-CamKIlla-NanoLuc-IL-1B-YPet + 5.5 uL de mix LentiBlast (5 uL LentiBlast
A + 0.5 pL LentiBlast B) afin de créer une lignée stable. L’expression est vérifiée a DIV10
post-transduction par immunocytochimie afin de conserver la condition avec la meilleure
expression. La lignée stable est ensuite amplifiée et entretenue normalement. Une fraction de

cellules est congelée.
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5.4.6. Différenciation des HT-22

Le protocole de différenciation des cellules HT-22 s’établit sur 24h a 48h. Les cellules sont
ensemencées dans des plagues 12 ou 96 puits & une confluence de 1.10* cellules/mL et incubées
a 37°C pendant 24 ou 48h avec du milieu de différenciation A, B ou C (cf. composition des
milieux, ci-apres). Les cellules sont ensuite lavées une fois au PBS et incubées avec du milieu

MC- en attendant la réalisation des expériences.

Milieu de différenciation A: DMEM + GlutaMAX + 4.5 g/L glucose supplémenté de N2
supplement 1X (Thermofisher, 17502048), 50 ng/mL de NGF-B (Nerve Growth Factor f,
Sigma, SRP4304-25ug), 100 uM de PDBu (Phorbol 12, 13-dibutyrate, Sigma, 524390-1MG),
100 uM de db-cAMP (dibutyryl-cyclic AMP, Sigma, D0627-25mg,) et 1% P/S.

Milieu de différenciation B : Neurobasal A supplémenté de 2mM de glutamine, N2 supplement
1X et 1% P/S.

Milieu de différenciation C : Neurobasal A supplémenté de 2% B27, 1% P/S, 50 ng/mL de
BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor, Hellobio, HB3485) et 10 uM de RA.

5.5. Biochimie

5.5.1. Western Blot

Les cellules sont lavées une fois au PBS puis solubilisées dans un tampon de lyse RIPA (50
mM Tris pH 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Triton X-100)
contenant des inhibiteurs de phosphatases et de protéases sans EDTA (Thermofisher, A32961).
Les lysats sont ensuite incubés sur glace pendant 30 min et centrifugés pendant 15 min, 15 900g

a 4°C. Les surnageants contenant les protéines solubilisées sont récoltés et conservés a -20°C.

Les échantillons sont dilués dans du tampon de charge 4X (NUPAGE LDS sample buffer,
Invitrogen, NP0007) + 5% B-mercaptoéthanol, puis chauffés a 80°C pendant 5 min. Les
protéines sont ensuite séparées sur gel 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, NW04125) soit en tampon
MES (Thermofisher, J62138.AP), qui confére une meilleure résolution pour les protéines de
bas poids moléculaire, soit en tampon MOPS (Thermofisher, J62847.AP), qui confere une
meilleure résolution pour les proteines de haut poids moléculaire. Les protéines sont ensuite
transférées du gel sur une membrane en nitrocellulose (Invitrogen, 1B23002). Le profil de
migration est révélé avec une coloration transitoire au rouge Ponceau (Sigma, P7170-1L) puis
la membrane est saturée avec une solution de PBS-T (PBS 1X + 0.5% Tween-20 (Sigma,
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P7949-500ML) + 5% lait écrémé) pendant 30 min, avant d’étre incubée a 4°C sur la nuit avec
un anticorps primaire + agitation (tableau 7). Elle est ensuite lavée trois fois avec du PBS-T
puis incubée 2h & RT avec un anticorps secondaire couplé a une peroxydase de Raifort (tableau
7). La revélation se fait grace a une réaction de chimiluminescence grace au kit Clarity™
Western ECL Substrate (BioRad, 170-5061) et I’acquisition est faite au Chemidoc (BioRad).
Pour révéler une autre protéine d’intérét, la membrane est incubée 30 min & RT dans une
solution de 0.1% d’azide de sodium (Sigma, S8032-25G) pour neutraliser la peroxydase.
L’ensemble des marquages avec les anticorps primaires et secondaires est identique a celui
décrit précédemment.

Tableau 7 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour les expériences de
Western-Blot

Anticorps primaire

Nom Espéce Dilution Référence

IL-1B Chévre 1/1000¢ R&D (AF-401-NA)

GFP Souris 1/2000¢ Roche (11814460001)
NanoLuc Lapin 1/1000¢ Promega (cadeau)
Caspase-1 Lapin 1/1000° GeneTex (GTX133447)
THOP-1

(EP24.15pAD) Lapin 1/1000¢ Enzo (ENZ-ABS841-0100)
Actine Souris 1/1000° DSHB (JLA20)
Anticorps secondaire
Nom Espéce Dilution Référence
GAPDH-HRP Lapin 1/5000° Cell Signaling (3683)
Streptavidin-HRP / 1/1000¢ Invitrogen (S911)
Lapin-HRP Chévre 1/1000¢ Jackson Immunosearch (111-035-144)
Souris-HRP Cheval 1/1000¢ Cell Signaling (7076)
Chévre-HRP 1/1000¢ Jackson Immunosearch (705-035-003)

5.5.2. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

e Dosage du biosenseur de BRET de I’TL-18 murin

Les lignées de THP-1 exprimant le biosenseur de BRET murin sont récoltées et comptées puis
centrifugées 5 min a 100g. Le culot cellulaire est resuspendu dans une solution d’ACSF (140
mM NaCl, 2 mM CaCl,, 3 mM KCI, 10 mM Hepes, 10 mM D-glucose, PH 7,4 ajusté avec
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NaOH et osmolarité de 315 mOsmol ajustée avec NaCl), et ensemencé a une confluence finale
de 1.10° cellules/mL dans une plaque 12 puits. L’incubation des cellules pendant 1h a 37°C
avec une solution d’ACSF représente la condition contréle. Pour visualiser la maturation du
biosenseur, les THP-1 sont pré-incubées (15 min a 37°C) avec soit 10 uM de MCC950 (Sigma,
CP-456773), soit de I’ACSF puis stimulées pendant 45 min a 37°C avec 10 uM de nigéricine
(Invitrogen, N1495). Les surnageants sont ensuite récoltés et conservés sur glace jusqu’a la
réalisation de I’ELISA et les cellules sont traitées comme décrit dans la partie 5.5.1. afin

d’obtenir les extraits cellulaires pour une analyse par Western-Blot.

Les dosages d’IL-1p murine par ELISA sont réalisés grace au kit Quantikine® HS ELISA (R&D
Systems, MLBOOC). Bri¢vement, 50 uL de diluant RDIN sont introduits dans chaque puits
suivi de 50 pL du standard, du controle ou des échantillons. La plaque est couverte et incubée
2h a RT sous agitation. 5 lavages sont effectués et 100 pL de conjugué IL-1 HS murin sont
ajoutés dans chaque puits suivi d’une incubation de 2h a RT. Apreés 5 nouveaux lavages, 100
uL de la solution de révélation sont ajoutés par puits suivi d’une incubation de 30 min, a RT et
a I’abri de la lumicre. La réaction est arrétée avec 100 pL de la solution d’arrét puis une lecture

d’absorbance a 450 nm est réalisée a I’aide du lecteur de plaque TECAN Spark.

e Dosage du biosenseur de BRET de I’IL-15 humain

Les neurones co-transduits a DIV 7 avec des AAV contenant les plasmides pAAV-FLEX-Rev-
NLuc-IL-1B-YPet et le pAAV-CamKIIA-iCre sont incubés avec 100 uM de D-AP5 (Hellobio,
HB0225-10mg) dés DIV10 et jusqu’au jour de I’expérience, avec un renouvellement de
I’antagoniste des récepteurs NMDA & DIV13. A DIV15, les cellules sont lavées deux fois et
incubées 15 min avec les solutions décrites dans le tableau 8. Les neurones sont ensuite
stimulés avec 50 uM de NMDA pendant 15 min, puis les surnageants sont récoltés et conserves
sur glace jusqu’a la réalisation de I’ELISA et les cellules sont traitées comme décrit dans la
partie 5.5.1 afin d’obtenir les extraits cellulaires pour une analyse par Western-Blot.

Tableau 8 : Traitements pharmacologiques appliqués aux cultures primaires de neurones
pour doser la libération d*IL-1p par ELISA

Conditions Solutions de lavage Solutions de stimulation
1 ACSF+TTX ACSF+TTX
2 ACSF + TTX + D-AP5 ACSF + TTX + D-AP5
3 ACSF+TTX ACSF + TTX + NMDA
4 ACSF + TTX + D-AP5 ACSF + TTX + D-AP5 + NMDA
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Composeés utilisés pour les différentes solutions : TTX (3 uM, Tetrodotoxin citrate, Hellobio,
HB1035), NMDA (N-Metyhl-D-Aspartate, Sigma, M3262)

Les ELISA dosant I’IL-1B humaine sont réalisés grice au kit Quantikine® HS ELISA (R&D
Systems, HSLBOOD). Briévement, 50 pL de diluant RD1-63 sont introduits dans chaque puits
suivi de 100 pL du standard, du controle ou des échantillons. La plaque est couverte et incubée
2h a RT sous agitation. 4 lavages sont effectués et 200 uL de conjugué IL-1B HS humain sont
ajoutés par puits suivi d’une incubation de 1h a RT. Aprés 4 nouveaux lavages, la plaque est
incubée pendant 30 min a RT avec 200 pL/puits de Streptavidin polymer-HRP 1X. Lavée 4
fois, 200 pL de la solution de révélation sont ajoutés par puits suivi d’une incubation de 30 min,
a RT et a I’abri de la lumiére. La réaction est arrétée avec 50 L. de la solution d’arrét puis une

lecture d’absorbance a 450 nm est réalisée a I’aide du lecteur de plaque TECAN Spark.

5.5.3. Mesure indirecte de la bioactivit¢ de I’'IL-1B par dosage
spectrophotométrique de la SEAP produite par des HEK-Blue™ |L-1R

Partie 1 :

Pour un dosage de la bioactivité de I’IL-1p libérée par les THP-1, les cellules sont récoltées et
comptées puis centrifugées 5 min a 100g. Le culot cellulaire est resuspendu dans une solution
d’ACSF pour avoir une confluence finale de 1.10° cellules / mL. Une plaque 24 puits est
ensemencée a raison de 500 000 cellules / puits. Les cellules incubées 1h a 37°C avec une
solution d”’ACSF représentent la condition controle. Pour la visualisation de la bioactivité du
biosenseur, les THP-1 sont pré-incubées (15 min a 37°C) soit avec 10 uM de MCC950, soit
avec de I’ACSF puis sont stimulées pendant 45 min a 37°C avec 10 pM de nigéricine. Les

surnageants sont ensuite récoltés et conservés sur glace pour la partie 2.

Pour un dosage de la bioactivité de I’'IL-1f libérée par les cultures primaires de neurones, les
cellules sont délicatement lavées une fois avec une solution d’ ACSF préalablement chauffée a
37°C, puis incubées dans cette méme solution. Les neurones sont prétraités ou non avec 100
uM de D-AP5 pendant 15 min a 37°C puis stimulés pharmacologiquement pendant 15 min a
37°C avec 50 uM de NMDA. La condition contrdle est stimulée avec de I’ACSF. Les

surnageants sont ensuite récoltés et conservés sur glace pour la partie 2.
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Partie 2 :

La suite de la technique est réalisée suivant le protocole Quanti-Blue™ Solution (Invivogen,
rep-gbs). Brievement, au jour 1, les HEK-Blue IL-1R sont lavées une fois avec du PBS, puis
décollées au Verséne. Les cellules sont resuspendues pour obtenir une suspension a 3.10°
cellules/mL. 20 pL des surnageants et/ou des solutions contrdles sont introduits dans une plaque
96 puits et ce volume est complété par 180 uL de suspension cellulaire HEK-Blue pour obtenir
environ 50 000 cellules par puits. La plaque est incubée a 37°C, 5% CO> sur la nuit. Au jour 2,
une solution de Quanti-Blue (0.5 mL QB reagent + 0.5 mL de QB buffer dans 50 mL H.O
milliQ final) est préparée puis incubée 10 min a RT. 20 pL de surnageant provenant des cellules
HEK-Blue stimulées sont prélevés puis introduits dans une nouvelle plaque 96 puits, celle-ci,
complétée par 180 uL de solution de Quanti-Blue. La plaque est ensuite incubée a 37°C pendant

4h puis une lecture d’absorbance a 640 nm au TECAN Spark est effectuée.

5.5.4. Purification du biosenseur de BRET de I’IL-103

Les HEK293T ont été ensemencées en plaque 6 puits et transfectées a la Lipofectamine 2000.
Briévement, 100 pL d’opti-MEM sont mélangés avec soit 500 ng soit 1pg de plasmide codant
pour le biosenseur. En paralléle, un autre tube contenant 100 pL d’opti-MEM et 6 puL de
Lipofectamine 2000 est préparé et les deux mélanges sont incubés 5 min a RT (les volumes
indiqués pour la transfection sont donnés pour un seul puits de la plaque 6 puits). Apres
incubation, le tube contenant le plasmide est transféré dans celui contenant la lipofectamine et
I’ensemble est de nouveau incubé 20 min a RT. 200 pL du mélange final sont ajoutés sur les
cellules. 48h post-transfection, elles sont lavées une fois avec du PBS puis solubilisées dans un
tampon de lyse RIPA contenant des inhibiteurs de phosphatases et de protéases sans EDTA.
Les lysats sont ensuite incubés sur glace pendant 30 min puis centrifugés pendant 15 min,
15 900g a 4°C. Les protéines solubilisées sont séparées dans deux tubes : 40 pL/condition forme
la fraction appelée TE (contenant toutes le protéines) et le reste des surnageants est conserve

pour une immunoprécipitation.

A J1, 100 uL de billes d’agarose couplées a un nanocorps reconnaissant la GFP (Nanotag,
N0310) par condition sont resuspendues puis lavées deux fois avec le tampon RIPA et, entre
chaque lavage, les billes sont centrifugées pendant 1 min a 1000g. Elles sont ensuite
resuspendues dans le méme tampon et distribuées dans les échantillons et incubées toute la nuit
a 4°C sur roue. A J2, les tubes sont centrifugés pendant 1 min a 1000g et 40 pL de surnageant

par condition sont conservés pour former la fraction FLT (fraction contenant toutes les protéines
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qui n’ont pas été retenues par le nanocorps present sur les billes) et traités pour une analyse en
Western-Blot. Les échantillons sont lavés trois fois avec du tampon de lyse et centrifugés
pendant 1 min & 1000g entre chaque lavage. Apreés le dernier ringage, chaque fraction est divisée
en deux puis centrifugée 1 min a 1000g. Les culots sont resuspendus avec 600 uL de tampon
Tris-NaCl (noté TN, tampon optimal pour I’activité enzymatique de THOP1) pour une des
fractions et 400 pulL de tampon ICE (tampon optimal pour 1’activité enzymatique de caspase-1)
pour I’autre puis 3 nouveaux lavages, avec les solutions mentionnées précédemment, sont
réalisés. Entre chaque lavage, une centrifugation de 1 min a 1000g pour conserver les culots est
effectuée. Les échantillons, repris dans 1 mL de tampon TN ou ICE sont ensuite de nouveau
divisés en deux. Une fraction est traitée pour analyse en Western-Blot et 1’autre pour une

expérience de BRET in vitro.

5.6. Immunofluorescence et analyse

5.6.1. Cellules en cultures

Le protocole d’immunocytochimie décrit est le méme pour toutes les cultures cellulaires
présentées dans cette étude. Les cellules sont cultivées en plaque 24 puits, sur des lamelles de
verre preétraitées avec 1M d’HCI pendant 6h a 50°C puis rincées a I’eau. Le milieu des cultures
est retiré puis les cellules sont fixées avec 400 uL. de PBS contenant 4% de PFA pendant 10
min a RT, lavées une fois au PBS et perméabilisées dans une solution de PBS + 3% BSA +
0.1% Triton X-100 pendant 30 min. Les lamelles sont incubées 24h a 4°C avec les anticorps
primaires (tableau 9), lavées 3 fois et incubées 2h a RT avec les anticorps secondaires (tableau
9). Les anticorps primaires et secondaires sont dilués dans la solution de perméabilisation. Un
marquage des noyaux au DAPI (1/5000°) dans de 1’eau est réalisé pendant 5 min a RT puis les

lamelles sont montées sur lame a I’aide d’un milieu de montage (DAKO, S3023).

5.6.2. Tranches organotypiques d’hippocampe

Les tranches organotypiques sont transférées de 1’insert de culture dans une plaque 24 puits,
fixées avec 400 pL de PFA 4% pendant 1h30 sous agitation, lavées une fois au PBS puis
incubées 2h a RT dans 400 pL de solution de perméabilisation. Le milieu est retiré puis les
tranches sont incubees a 4°C sous agitation durant 2 jours avec les anticorps primaires (tableau
9), rincées 3 fois et incubées 2h & RT avec les anticorps secondaires (tableau 9). Les anticorps

primaires et secondaires sont dilués dans la solution de perméabilisation. Un marquage des
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noyaux au DAPI (1/5000°) est réalisé pendant 5 min a RT puis les tranches sont montées entre

lame et lamelle avec un milieu de montage.

Tableau 9 : Liste des anticorps primaires et secondaires utilisés pour les expériences
d'immunofluorescence

Anticorps primaires

Nom Espéce Dilution Référence
GFP Lapin 1/2000° Sigma (SAB4301138)
MAP2 Poulet 1/1000°¢ Synaptic Systems (188006)
GFAP Souris 1/1000°¢ Sigma (G3893)
mNeongreen Souris 1/1000°¢ Chromotek (32F6)
PSD95 Lapin 1/1000° GeneTex (GTX133091)
Neun Souris 1/1000° Millipore (MAB377)
IL-1B8 Chévre 1/1000¢ R&D (AF-401-NA)
Anticorps secondaires
Nom Espéce Dilution Référence
Lapin CF488A Ane 1/2000° Sigma (SAB600036)
FluoTag-X2 anti-poulet IgY )

Aberrior Star Red Chameau 1/500° Synaptic Systems (N0702)
Souris A594 Chevre 1/1000°¢ Molecular Probes (A11020)
Lapin A557 Ane 1/1000° R&D Systems (NL004)

Souris CF488A Ane 1/1000° Sigma (SAB46000035)
Chevre A488 Ane 1/1000°¢ Molecular Probes (A11055)

5.6.3. Analyse de la localisation subcellulaire de I’IL-1

Les images sont traitées a 1’aide du logiciel Fiji. Les épines et leurs dendrites associés sont
sélectionnées avec une surface fixe. 20 épines et dendrites sont quantifiés par image. Les
mesures de fluorescences sont reportées sur Excel pour effectuer le ratio épine/dendrite.
L’analyse statistique est un One-way ANOVA avec une correction au False Discovery Rate,

effectuée sur GraphPad Prism 8.
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5.7. Enregistrement et analyses des signaux de BRET et des sighaux
fluorescents

5.7.1. BRET en lecteur de plaques

Les neurones exprimant le biosenseur de BRET de I’IL-1p, les SH-SY5Y et les HT-22 sont
cultivés en plaques 96 puits noires a fond transparent. Les cellules sont lavées une fois puis
incubées dans 50 pL d’ACSF contenant de la Furimazine (Promega, N112B) diluée au 1/800°.
Le signal basal de BRET est enregistré a 1’aide d’un lecteur de plaques (détaillé plus bas dans
cette section) puis les neurones sont stimulés pharmacologiquement avec différents composés
et le signal de BRET post-stimulation est enregistré. Composés pharmacologiques utilises et
concentrations finales : 50 uM de glutamate (Hellobio, HB0383), 50 uM d’AMPA (Hellobio,
HB0052), 50 uM de KA (Hellobio, HB0355), 10 ou 50 uM de NMDA, 100 uM de D-AP5, de
0.01a 10 uM de TCN201 (HelloBio, HB0604), de 0.01 a 10 v de Ro25-6981 maleate (HelloBio,
HB0554), 500 nM de MCC950 et 50 uM de YVAD (Sigma, SML0429).

Les THP-1 en suspension sont lavées une fois avec de I’ACSF puis 50 pL de cette méme
solution contenant de la Furimazine diluée au 1/800° est ajouté. Le signal basal de BRET est
enregistré pendant 5 min avant de stimuler les cellules soit avec de I’ACSF, soit avec 10 uM de
nigéricine et d’enregistrer le signal de BRET post-stimulation pendant 40 min. Le prétraitement
avec 10 uM de MCC950 s’effectue juste avant de débuter I’acquisition du signal basal de BRET

et ces cellules restent exposées a ce composé durant toute I’expérience.

Les expériences de clivage in vitro du biosenseur de BRET de I’IL-1f par la caspase-1 ou
THOP1 recombinant sont réalisées en plaques 96 puits blanches. Deux quantités de biosenseur
transfectées (500 ng et 1 pg) sont purifiées (cf. section « purification du biosenseur de BRET
de I’IL-1P ») et diluees soit dans du tampon TN (25 mM Tris-HCI et 150 mM NacCl), soit dans
du tampon ICE (29 mM DTT (Sigma, 646563-10X.5ML), 200 mM Hepes, 0.2% CHAPS
(Sigma, C9426) et 20% Sucrose (Sigma, S7903)). 50 uL des diluats sont introduits dans la
plaque, additionnés de furimazine diluée au 1/800° et de 50 uL. de THOP1 a une concentration
de 0.5 ng ou 5 ng d’enzyme/uL, ou de 50 uL de caspase-1 a 0.5 unité/uL. Les signaux de BRET

sont ensuite enregistrés pendant 30 min.

Les acquisitions sont réalisées avec deux lecteurs de plaques différents : un Tecan Infinite 500
(une acquisition toutes les 2 secondes, Aexcem= 470/530) ou un Tecan Spark (une acquisition par

seconde, Aexcem= 470/530). Les deux lecteurs ne possédent pas de systéme d’injection mais
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permettent le maintien a 37°C tout au long de ’expérience. L’ensemble des données sont

transférées sur Excel. Le ratio de BRET est calculé selon la formule suivante :

) Luminescence de l'accepteur
Ratio de BRET =

Bioluminescence du donneur

La normalisation du signal de BRET (en %) en fonction du signal basal est calculée selon la

formule suivante :

Ratio de BRET
Moyenne des ratios de BRET avant stimulation

Signal de BRET (%) =

Les données sont transférées sur GraphPad Prism 8 pour les analyses statistiques.

5.7.2. BRET en vidéo-microscopie

Les neurones sont transduits a DIV7 avec un lentivirus contenant le plasmide pWPT-NLuc-1L-
1B-YPet et cultivés en boite 35 mm (Ibidi, 81156-400) spécialement congue pour la vidéo-
microscopie. Les cellules sont lavées une fois puis 400 pL. d’ ACSF est ajouté dans la chambre
de culture. Les champs neuronaux sont ensuite sélectionnés visuellement grace a la
fluorescence émise par 1’excitation lumineuse de la YPet, en privilégiant un réseau peu dense,
mais ramifi¢ avec la présence d’épines dendritiques. 100 pl. d’ACSF contenant de la
Furimazine est ajouté (dilution 1/160°). Une acquisition de la bioluminescence de la Nano-
luciférase est réalisée sur chaque champ afin de ne conserver uniquement ceux qui expriment
le biosenseur. Le signal de BRET basal est enregistré pendant 5 minutes, constitué d’une
acquisition de 10s de la bioluminescence de la NLuc suivi d’une acquisition de 10s de la
luminescence de la YPet. Une stimulation des cultures par ajout de 500 uL. d’ACSF ou de KCl
50 mM contenant ou non 100 uM de D-AP-5 est réalisée puis le signal de BRET est
consécutivement enregistré pendant 10 min. Enfin, 50 uM de NMDA sont ajoutés et
I’enregistrement du signal de BRET poursuivi pendant 5 min. Toutes les images ont été
obtenues a 1’aide d’un microscope invers¢ a fluorescence dédié a 1’acquisition de
bioluminescence (Axiovert 200M, Carl Zeiss). L’acquisition des images est réalisée avec une
caméra Evolve (Photometrics) équipée d’un détecteur EMCCD rétro-éclairé. Les parametres
d’acquisition séquentielle de la lumiére émise a 450 et 535 nm sont 5 MHz, Em gain 200, avec
respectivement, un filtre d’émission FF01-450/70-25 (Semrock) et HQ535/50 nm (No. 63944,
Chroma). Les signaux sont acquis via le logiciel Metamorph® et sont traités sur le logiciel

open-source Fiji grace a un programme congu par 1’équipe du Dr. Perroy (Chastagnier et al.,
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2018). Briévement, le bruit de fond est soustrait sur I’ensemble de 1’image puis toutes les
acquisitions sont alignées dans le temps. Un seuil est déterminé pour discriminer le signal du
bruit de fond. L’image du signal de 1’accepteur est divisée par son image correspondante pour
la bioluminescence du donneur, pixel par pixel. Enfin, des mesures ratiométriques sur la
nouvelle image (obtenue par ratio de 1’accepteur sur le donneur) sont effectuées. Les données

sont ensuite exportées sur GraphPad Prism 8 pour I’analyse statistique.

5.7.3. Mesure du potentiel membranaire avec une sonde de voltage

génétiguement encodée (GEVI)

Les neurones sont cultivés en boite de 35 mm spécialement congue pour la microscopie et sont
transduites a DIV7 avec 0.2 pL. d’AVV contenant le plasmide codant pour 1’expression de
VARNAM. Entre DIV 13 et DIV 15, les cellules sont lavées une fois et incubées avec 400 uL.
d’ACSF dans la chambre de culture. La fluorescence de VARNAM est enregistrée a 607+35
nm aprés une excitation a 550 nm a I’aide de LED (15 mW/mm?), avec une fréquence
d’acquisition d’images de 1000 Hz. Les enregistrements sont réalisés sur le méme microscope
que celui utilisé pour les acquisitions des signaux de BRET en vidéo-microscopie. Le AF/F est
obtenu par ratio de la variation de la fluorescence émise par la GEVI1 sur la fluorescence basale,
corrigé par ajustement linéaire a I’aide des moyennes quadratiques pour prendre en compte le

photoblanchiment, selon la formule suivante :

F — Bdf

Vmoyenne(fluorescence basale)?

AF/F =

Avec : F : valeur de fluorescence mesurée a un temps donné ; Bdf : bruit de fond

Les données sont ensuite exportées sur GraphPad Prism 8.

5.7.4. Mesure de la variation de calcium intracellulaire avec une sonde calcique

génétiquement encodée

Les HT-22 sont cultivées en plaque 96 puits et sont transduites avec 1 uL d’AAV contenant le
plasmide codant pour I’expression de la GCaMP6 + 5,5 pLL de Lentiblast (5 puL de la solution
A et 0.5 pL de la solution B). 7 jours post-transduction, les cellules sont lavées une fois et
incubées avec 50 pL d’ACSF. La fluorescence de la GCaMP6 est enregistrée a 530 nm avec le
lecteur de plaque Tecan Spark. Les cellules sont stimulées avec soit de I’ACSF, soit 50 uM de

NMDA. La stimulation contrdle est effectuée avec 0.05% de Triton. Le signal de fluorescence
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obtenu est divisé par la moyenne de la fluorescence basale puis les données sont exportées sur
GraphPad Prism 8.

5.7.5. Mesure de la fluorescence émise par la dégradation du Mca-Pro-Leu-
Gly-Pro-D-Lys (Dnp)-OH par THOP1

Dans une plaque 96 puits blanche, sont introduits en triplicatas 50 uL. de TN contenant 20 uM
de substrat (Mca-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Lys (Dnp)-OH), puis soit 50 uL de TN, soit 50 uL. de TN
dans lequel est dilu¢ I’enzyme THOPI1 pour une concentration finale de 0.5 ng/uL. La
fluorescence est enregistrée a 1’aide d’un lecteur de plaque Tecan Spark (Aexcem= 320/405)

préchauffé a 37°C, pendant 20 min.

5.8. Préparation des échantillons pour I’analyse par spectrométrie de
masse

5.8.1. Biotinylation des échantillons

Les neurones corticaux sont cultivés en boite 100 mm et transduits a DIV 7 avec un AVV
contenant la construction pAAV-CW3SL-mIL-1p-APEX2-P2A-Scarlet. A DIV 14, les cellules
sont incubées 30 min a 37°C avec 7 mL d’ACSF contenant 500 uM de Biotin Phenol (lris
biotech, LS-3500.0250). Aprés cette incubation, les neurones sont stimulés soit avec 100 uM
de D-AP-5 pendant 15 min soit avec 50 uM de NMDA pendant 7 ou 15 min. 1 mM d’H20; est
ajouté par boite, pendant 1 min, pour déclencher la réaction de biotinylation. Les neurones sont
ensuite lavés 3 fois avec une solution de quenching (10 mM d’azide de sodium, 10 mM
d’ascorbate de sodium et 5 mM de Trolox (Sigma, 238813-5g)) afin de stopper la réaction. Les
cellules sont lysées dans le tampon de lyse RIPA contenant la solution de quenching et des
inhibiteurs de protéases et phosphatases. Les lysats sont récoltés et incubés 30 min sur glace
avant une centrifugation a 16 000g pendant 10 min a 4°C. La fraction solubilisée est conservée
et separée en deux : une partie sera I’extrait total, utilisée pour une analyse par Western-Blot et

I’autre servira a I’expérience de précipitation des protéines biotinylées.

5.8.2. Précipitation des protéines biotinylées

Des billes magnétiques couplées a de la streptavidine (150 pL / boite 100 mm) (Thermofisher,
88817) sont lavées 2 fois avec le tampon de lyse RIPA et une fois avec ce méme tampon
additionné d’inhibiteurs de protéases et phosphatases avant d’étre incubées a 4°C sur la nuit

dans les fractions solubles récoltées (cf. section précedente). Les billes sont ensuite lavées
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successivement avec : 1 solution RIPA + inhibiteurs de protéases et phosphatases, 1 solution
RIPA seul, 1 solution KCI 1M, 1 solution Na2COs 0.1M et 2 lavages en tampon RIPA. Entre
chaque lavage, les tubes sont disposés sur un support aimanté afin de retenir les billes et
d’enlever les surnageants. Enfin, les échantillons sont ¢lués dans 40 puL de tampon de charge
NuPage LDS sample buffer 2X additionné de DTT 10 mM et de biotine 2 mM, puis chauffés
10 min a 80°C avant d’étre conservé a — 80°C. La biotine ajoutée dans le dernier détergent va
entrer en compétition avec les protéines biotinylées retenues par la streptavidine. Lors de
1’¢lution, la biotine libre se lie a la streptavidine, permettant aux protéines de se retrouver dans
I’éluat. L’analyse par spectrométric de masse des échantillons est faite par la plateforme de

protéomique de I’institut.
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6. Principaux modeles cellulaires utilisés dans cette etude

Avant de detailler les resultats obtenus au cours de mes travaux de recherches, les deux
principaux modeles cellulaires utilisés pendant ce travail vont étre présentés. Pour caractéeriser
le biosenseur et valider la plupart des outils employés dans cette étude, nous avons travaillé
avec un modele de THP-1. Ces cellules sont des monocytes humains, pouvant étre différenciées
en macrophages, qui sont les principaux producteurs d’IL-1p dans le systéme périphérique.
Cette lignée immortalisée peut étre conservée en culture pendant plus de 3 mois, sans
diminution de I’activité cellulaire. Mod¢le simple, les THP-1 ont été largement utilisés dans de
nombreuses études visant a comprendre I’impact de composés bactériens, tels que le LPS, sur
la production de cytokines et I’initiation de I’inflammation. De la méme manicre, cette lignée
cellulaire a permis de grandes avancées sur la compréhension cellulaire et moléculaire de
I’inflammasome NLRP3, de la synthése des différentes protéines le composant a la maturation
de la caspase-1 et des cytokines associées telles que I’IL-1f (pour revue (Chanput et al., 2014)).
Comme mentionné dans la section 2, la syntheése d’IL-1p et de certains composants de
I’inflammasome requiert un « priming » des cellules immunitaires via la stimulation des TLR,
afin de permettre au deuxieme signal de danger d’induire 1’activation de I’inflammasome. Les
THP-1, font toutefois exception a cette regle, car il a ét¢ montré que dans ces cellules 1’étape
de priming n’était pas nécessaire pour induire 1a synthese de I’inflammasome. Seul le deuxiéme
signal permettant ’assemblage et I’activation de la plateforme moléculaire est requis (Gritsenko
et al., 2020). Nous avons donc choisi de travailler sur ce modeéle cellulaire pour étudier la
maturation du biosenseur de I’IL-1p, en 1’absence de priming et donc de synthese d’IL-1f3

endogene.

D’autre part, I’ensemble de la caractérisation de 1’IL-1p neuronale a été effectuée sur des
cultures primaires de neurones provenant de souriceaux agés de PO a P3 (Moutin et al., 2020).
Le protocole présente 1’avantage de pouvoir sélectionner et cultiver la ou les régions cérébrales
d’intéréts (hippocampe et cortex dans cette étude), selon les besoins mais aussi selon la quantité
de materiel biologique nécessaire. De plus, ce protocole genere des cocultures neurones-cellules
gliales permettant d’assurer la survie des cellules et d’établir un réseau neuronal actif. Enfin, il
participe & la réduction du nombre d’animaux en accord avec la régle des 3R grace a la
conservation des femelles et I'utilisation de leurs portées aprés mise bas, puisque nous
travaillons avec un modeéle de culture post-natale. Par comparaison, les cultures embryonnaires
impliquent I’euthanasie de la femelle gestante. Durant ces travaux, nous avons majoritairement

travaillé sur des cultures de neurones d’hippocampe, en nous basant sur les données de la
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littérature qui corrélent une action de I’IL-1p sur la modulation des processus mnésiques et de
la neuro-excitabilité. Ponctuellement, des cultures primaires de neurones corticaux ont été
utilisées quand nous avions besoin d’une grande quantité de matériel biologique pour les

experiences de proteomique.

7. Caractérisation du biosenseur de BRET de ’IL-1p dans une
lignée de THP-1

La construction du premier biosenseur de BRET de I’IL-1p (Compan, Baroja-Mazo, Bragg, et
al., 2012) a permis une avanceée majeure dans la visualisation spatio-temporelle de la maturation
de cette cytokine au sein des macrophages. Avant mon arrivée dans 1’équipe, le biosenseur a
été amélioré en remplacant le couple RLuc-Venus par le couple NLuc-YPet. Le changement du
donneur et de I’accepteur d’énergie du biosenseur de BRET de I’IL-1, pouvant entrainer une
modification des propriétés biologiques de ce dernier, il a été nécessaire de Vérifier que ces

améliorations n’impactent pas la maturation et la libération du biosenseur.

7.1. Expression et maturation du biosenseur par les THP-1

Dans un premier temps, nous avons souhaité savoir si la fusion de la NLuc et de la YPet, aux
deux extrémités de I’IL-1p, n’altérait pas son clivage par la caspase-1. Ainsi, le biosenseur a
été exprimé dans la lignée cellulaire de monocyte humain THP-1, grace a une approche
lentivirale. Le lentivirus contient I’ADNc codant pour le biosenseur, précédé d’un promoteur
EF1a, promoteur ubiquitaire permettant une expression constitutive de la protéine transgénique
dans une large variété de cellules in vitro. Afin de visualiser la maturation de I’'IL-1p, le BRET
a été mesuré sur des monocytes non primés pendant 5 min (signal basal) puis pendant 40
minutes apres ajout soit d’ACSF (solution saline controle), soit de nigéricine, un activateur de
I’inflammasome. Ce DAMP induit une diminution du signal de BRET, 15 min apres la
stimulation, pour atteindre 20% du signal basal (figure 26). Ce résultat est en accord avec les
données obtenues précédemment avec I’ancienne version du biosenseur (Compan, Baroja-
Mazo, Bragg, et al., 2012). Le pré-traitement avec du MCC950, un inhibiteur de 1’assemblage
de I’inflammasome, abolie la diminution du signal de BRET observée aprés ajout de nigéricine.
Ces données montrent que la fusion de la NLuc et de la YPet aux extrémités de I’IL-1 n’entrave

pas le clivage de la cytokine par la caspase-1.
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Figure 26 : Maturation du biosenseur de BRET de I'lL-1p dans les THP-1

Le signal basal est enregistré pendant 5 min, puis les cellules sont stimulées par de I’ACSF (courbe
noire), de I’ACSF + MCC950 10 uM (courbe grise), de la nigéricine 10 uM (courbe bleue) ou de la
nigéricine 10 uM + MCC950 10 uM (courbe turquoise) et le signal de BRET post-stimulation est
enregistré pendant 40 min. Les données sont représentées par la moyenne + SEM, N=4 expériences
indépendantes. Analyse statistique par le Two-way ANOVA et correction par le FDR. P-value : p <0.05
(*); p<0.01 (**) ; p<0.001 (***).

7.2. Libération du biosenseur par les macrophages : dosage ELISA
et Western-Blot

Nous avons ensuite souhaité vérifier si la fusion du donneur et de ’accepteur de BRET pouvait
altérer la libération de la forme mature de I’IL-1p. Pour répondre a cette question, la présence
de I’IL-1B-YPet dans le surnageant a été analysée par dosage ELISA et par Western-Blot. Les
THP-1 sont des cellules immunitaires humaines qui, de maniere endogéne, produisent, maturent
et libérent de I’IL-1p lorsqu’elles sont activées par deux signaux de danger. Ainsi, sans LPS, il
n’y a pas de syntheése d’IL-1B puisque ce composé est responsable du priming des THP-1,
considéré comme le premier signal de danger. De plus, dans nos expériences les cellules ne sont
pas préalablement stimulées avec ce PAMP donc la synthése de la cytokine n’a normalement
pas lieu. Cependant, pour s’assurer de mesurer spécifiquement la maturation et la libération de
I’IL-1B-YPet et non de la forme endogéene, nous avons exprime la version murine du biosenseur
et utilisé un kit ELISA qui reconnait exclusivement cette espéce. La figure 27A présente la
concentration d’IL-1p (en pg/mL) mesurée dans le surnageant pour les différentes conditions
expérimentales et la figure 27B présente le Western-Blot pour ces mémes surnageants et leurs
lysats cellulaires associés. Pour les cellules non transduites, aucune IL-1p n’est détectée dans

le surnagent, que ce soit par ELISA ou par Western-Blot et ce, méme apres activation de
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I’inflammasome par la nigéricine. Dans les cellules transduites avec le biosenseur murin, nous
pouvons confirmer 1’expression de la forme précurseur du biosenseur par la présence de bandes
a 80 kDa dans les lysats cellulaires, révélées avec des anticorps dirigés respectivement contre
I’IL-1P murin et la GFP (reconnaissant la YPet, panneau de droite, figure 27B). Une stimulation
avec de la nigéricine pendant 45 min entraine une libération d’IL-1B-YPet d’environ 860 pg/mL
(figure 27A). Cette libération est également détectée en Western-Blot par la présence d’une
bande de forte intensité a 45 kDa dans les surnageants (panneau de gauche, figure 27B),
confirmant la libération de la forme mature. Cette méme bande, de plus faible intensité, est
aussi présente au niveau des lysats cellulaires, ainsi qu’une autre bande vers 58 kDa. La
présence de deux bandes (45 kDa et 58 kDa) s’explique par I’existence simultanée de
différentes formes d’IL-1p clivée. En effet, cette cytokine est clivée au niveau de I’ Asp26 et
Aspl16 et les deux bandes peuvent indiquer qu’une fraction du biosenseur a été clivé que sur
un des deux sites. De plus, la présence résiduelle d’IL-1B-YPet mature dans les lysats s’explique
par un clivage et une libération continue de la cytokine par les cellules immunitaires dont
I’inflammasome a été activé. En revanche, aucune libération d’IL-1B-Ypet n’est détectée par
ces deux techniques dans les THP-1 transduites et stimulées pendant 45 min avec de I’ACSF
ou prétraitées avec du MCC950 pendant 15 min. Ces résultats sont concordants avec ceux
attendus car I’ACSF, une solution saline, n’est pas un signal de danger pour les cellules et le
MCC950 inhibe I’assemblage de I’inflammasome responsable de la maturation de I’IL-1p.
Ainsi la présence de la YPet et de la NLuc n’altére pas la maturation et la libération de I’'IL-1f
dans les THP-1.
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Figure 27 : Analyse de la maturation et de la libération d'IL-1p-YPet par ELISA et
Western-Blot induite chez les THP-1 aprés activation de I’inflammasome par la nigéricine

A : Graphique représentant la concentration d’IL-1f (en pg/mL) mesurée par ELISA dans le surnageant
des cellules exprimant ou non le biosenseur murin de I’IL-1B en fonction des différents traitements
(ACSF, nigéricine 10 uM ou MCC950 10 uM + nigéricine 10 uM). ND : Non Détecté. B : Western Blot
réaliseés sur les surnageants et les lysats cellulaires des THP-1 exprimant ou non le biosenseur murin de
I’IL-1p. Les membranes obtenues sont incubées avec un anticorps dirigé contre 1’IL-1 murin (panneau
du haut), contre la GFP (panneau central) pour révéler la présence du biosenseur sous forme précurseur
ou clivé ou contre la GAPDH (panneau du bas) qui est un contrdle de charge pour s’assurer que la méme
quantité de protéine ait été introduite dans le gel. Les données sont représentées par la moyenne + SEM,
N=4 expériences indépendantes.
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7.3. Bioactivité de la forme mature du biosenseur BRET de ’IL-1f :
dosage indirect par HEK-Blue

Bien que la maturation et la libération de I’IL-1p ne soient pas entravées par la présence du
donneur et de I’accepteur d’énergie, il est nécessaire de savoir si, la YPet présente sur la partie
C-terminale de la cytokine pourrait inhiber la bio activité de I’'IL-1p. En effet, la forme mature
de la cytokine fait 17 kDa. Cependant la YPet, possédant une taille de 27 kDa, pourrait
empécher la liaison de I’IL-1B a son récepteur par encombrement stérique ou modification
conformationnelle de la protéine. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons utilisé le systéme
appelé HEK-Blue™ IL-1R, développé par Invivogen. Brievement, ces cellules HEK expriment,
de maniére stable, les récepteurs a I’'TL-1 murin et humain ainsi que la SEAP (Secreted Alkaline
Phosphatase). L’expression de cette derniére est sous le contréle du promoteur minimal de
I’interféron B fusionné a cing sites de liaisons de NF-«B et cing sites de liaisons de AP-1. Suite
a leur activation, les récepteurs a I’'IL-1 induisent la voie de signalisation dépendante de
MyD88, conduisant a la production des facteurs de transcriptions NF-kB et AP1. Ces facteurs
de transcriptions interagissent avec leurs sites de liaisons respectifs et entrainent la production
et la sécrétion de la SEAP, qui sera alors dosée grace a un kit colorimétrique appelé Quanti-
Blue™ (figure 28A). Ce systéme est congu pour détecter les formes bioactives de 1’IL-1p
humaine et murine, les formes immatures de la cytokine ne pouvant pas activer les récepteurs
alIL-1.

Cette approche permet de détecter la présence d’IL-1p mature dans une gamme allant de 0.1 a
100 pg/mL (figure 28B). En effet seule la partie linéaire de la gamme étalon permet une
quantification précise de la concentration d’IL-1f bioactive dans les surnageants. Nous
considérerons donc I’IL-1p comme non détectable pour des concentrations inférieures a 0.1

pg/ml.

Afin de vérifier la bio-activité du biosenseur de BRET, les mémes expériences que celles
présentées dans la section 7.2 ont été réalisées. Sur les cellules non transduites, quel que soit le
traitement effectue, aucune IL-1p bioactive n’est détectée. Des résultats similaires sont observés
par I’ajout d’ACSF sur des cellules exprimant le biosenseur. Sur ces mémes cellules, une
stimulation avec de la nigéricine pendant 45 minutes est suffisante pour détecter 1’IL-1B-Y Pet
bioactive (environ 0.5 pg/mL ; figure 28C). En revanche, sur des THP-1 exprimant le
biosenseur, une stimulation avec de la nigéricine, précédée d’un traitement au MCC950 pendant
15 minutes bloque cette libération car aucune IL-1p bioactive n'est détectée. Ainsi, I’ajout de la

YPet en position C-terminale de I’TL-1p n'altére pas la bio-activité de la cytokine mature, libérée
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dans le milieu extracellulaire. Nous ne pouvons néanmoins, pas affirmer que la fusion de la
protéine fluorescente n’engendre pas de changements conformationnels du biosenseur. Pour
répondre a cela, il aurait fallu réaliser les mémes expériences sur des cellules exprimant 1’TL-
1B non fusionnée a la YPet et comparer les mesures de bio activité avec les résultats obtenus
sur les THP-1 exprimant le biosenseur. Cependant, I’ensemble des résultats présentés montre
que les sites de clivages de la caspase-1 ainsi que les sites de liaisons au récepteur a 1’IL-1 ne

sont que peu ou pas altérés.
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Figure 28 : Détermination de la bio activité du biosenseur de BRET de I’IL-1p aprés
maturation et libération par les THP-1
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A : Schéma récapitulatif de la techniqgue HEK-Blue™ |L-1R. Les surnageants des monocytes traités,
contenant I’IL-1p libérée sont incubés sur des HEK-Blue™ pendant 24h & 37°C. Le surnageant des HEK
est ensuite récolté, puis incubé en plaque 96 puits 4h a 37°C avec une solution de Quanti-Blue™, et
I’absorbance est mesurée a 640 nm. B : Graphique représentant 1’absorbance de la SEAP a 640 nm en
fonction du logarithme de la concentration d’IL-1p (en pg/mL). La gamme étalon posséde une zone de
quantification dans laquelle 1’absorbance mesurée permet de quantifier la quantité de cytokine bioactive.
Au-dessus, la concentration est saturante, en-dessous, la concentration se confond avec le bruit de fond.
C : Graphique représentant la quantité d’IL-1B bioactive (en pg/mL) libérée par des THP-1 non
transduites ou exprimant le biosenseur de BRET et stimulées avec de I’ACSF ou 10 uM de nigéricine,
prétraitées ou non de 10 uM de MCC950. N=8, résultats présentés sous forme de moyenne + SEM.
Analyse statistique two-way ANOVA + correction avec le False Discovery Rate. P-value : p <0.05 (*) ;
p <0.01 (**); p<0.001 (***).
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8. Synthese, maturation et libération d’IL-1p par les neurones

L’objectif de cette section est de déterminer si les neurones peuvent synthétiser, maturer et

libérer de I’IL-1P mature et si cette derniere est bioactive.

Comme mentionné dans 1’introduction, en condition inflammatoire dans le SNC, I’'IL-1 est
majoritairement produite par la microglie et par les astrocytes. En condition physiologique,
cette cytokine posséde de nombreuses activités modulatrices de la neuro-excitabilité mais
aucune ¢étude n’a mis en évidence 1a production de cette cytokine. Seuls quelques travaux ont
suggéré une possible expression d’IL-1f et une synthése de novo lors d’une LTP dans les
neurones hippocampiques de rat (Breder et al., 1988 ; Lechan et al., 1990 ; Watt & Hobbs,
2000). Basé sur ces évidences, nous avons recherché si les neurones hippocampiques pouvaient
synthétiser de I’'TL-1p, ce qui pourrait expliquer les effets de cette cytokine sur la plasticité
synaptique. Pour cela, nous avons opté pour une nouvelle approche d’hybridation in-situ plus

spécifique et plus sensible que I’hybridation classique : le RNAscope.

8.1. Etude de la synthese neuronale d’IL-1p endogéne

Les expériences présentées dans la section 8.1 ont été réalisées par Valentin Garcia, sous la

supervision de Héléne Hirbec, deux membres de 1’équipe.

8.1.1. ARN messager et RNAscope

L’objectif de cette partie est de démontrer la capacité des neurones pyramidaux de
I’hippocampe a synthétiser de I'IL-1p par une technique d’hybridation in situ appelée
RNAscope. Elle permet de visualiser, localiser et quantifier spatialement 1’expression d’ARN
au niveau cellulaire tout en préservant la structure tissulaire. La quantification repose sur
I’hybridation et I’amplification, avec des marqueurs fluorescents, d’une paire de sondes en
double Z, congues pour cibler spécifiquement I’ARN sélectionné (schéma récapitulatif ; figure

29A) (F. Wang et al., 2012).

Avant de déterminer si les neurones expriment I’ARNm de I’IL-1p, nous avons voulu valider
les sondes reconnaissant I’ARNm de cette cytokine (appelées « sonde IL-1f ») dans des cellules
immunitaires. Ainsi, des macrophages primaires (BMDM pour Bone Marrow Derived
Macrophages) en culture ont été stimulés pendant 2h avec du LPS (1 pg/mL), un PAMP initiant

la transcription du géne de I’IL-1p, ou avec une solution saline. Ensuite, ces cellules ont été
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incubées avec les sondes spécifiques pour I’ARNm de I’IL-1B, puis un processus
d’amplification de signal a été réalisé afin de rendre visible lesdites sondes. En complément de
cette technique, un marquage des noyaux cellulaires au DAPI a été réalise (figure 29B). Les
images obtenues montrent une absence de marquage pour les cellules non stimulées. En
revanche, certains BMDM sont marqués apres une stimulation au LPS pendant 2h suggérant

fortement que les sondes IL-1f reconnaissent bien I’ARNm de cette cytokine.
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Figure 29 : Validation des sondes reconnaissant PARNm de I’IL-1§ par RNAscope

A : La premiere étape consiste a fixer et perméabiliser les cellules pour permettre la pénétration des
sondes. Dans la deuxieme étape, les sondes spécifiques d’un ARN s’hybrident en paires sur les multiples
ARN cibles. Dans la troisieme étape, plusieurs molécules d'amplification du signal sont hybridées,
chacune reconnaissant une sonde cible spécifique, et chaque sonde de marquage unique est conjuguee a
un fluorophore ou une enzyme différente. A I'étape 4, les signaux sont détectés a I'aide d'un microscope
(d’aprés Wang et al., 2012). B : Marquage RNAscope de I’'IL-1p grace a une sonde spécifique (points
rouge) et contremarquage au DAPI des noyaux cellulaires (bleu) de macrophages non stimulés (panneau
de gauche) ou stimulés avec 1 ug/mL de LPS pendant 2h (panneau de droite).
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8.1.2. Synthése d’ARNm d’IL-1f neuronal

Une fois la sonde IL-1p validée sur macrophages, nous avons souhaité savoir si les neurones
pyramidaux de I’hippocampe exprimaient I’ARNm de I’'IL-1p. Pour répondre a la question, des
tranches aigiies d’hippocampe provenant de souris Thy1-GFP (mutation génétique permettant
une expression éparse et aléatoire de la GFP dans des neurones pyramidaux pour faciliter la
reconstruction et I’analyse d’image) ont été incubées avec les sondes spécifiques pour ’ARNm
de I’IL-1B, puis un processus d’amplification de signal a été réalisé afin de rendre visible
lesdites sondes. La spécificité du RNAscope est telle que, théoriquement, un point équivaut a
une molécule d’ARNm (F. Wang et al., 2012). En complément de cette technique, une
immunohistochimie a été réalisée sur les tranches pour révéler 1’expression de la GFP, ainsi
qu’un contremarquage des noyaux cellulaires au DAPI (bleu ; figure 30A). L’utilisation de la
sonde RNAscope de I'IL-1pB permet de mettre en évidence la présence d’un marquage
ponctiforme au niveau du stratum pyramidale de 1’aire CA1 de I"hippocampe (figure 30B). Ce
marquage est plus faible lorsque les tranches sont incubées avec une sonde négative, sonde
reconnaissant un ARN provenant d’une bactérie présente dans le sol (figure 30C). L’ensemble
de ces données confirment la présence d’IL-1B au sein de I’hippocampe en condition

physiologique.

119



Figure 30 : RNAscope et immunohistochimie sur tranches aigues d’hippocampe de souris
Thyl-GFP

Marquage RNAscope (en rouge) d’un ARN non spécifique (sonde négative ; A) ou de 'IL-1p grace a
une sonde spécifique (IL-1B probe ; B) et marquage immunohistochimique de la GFP exprimée
aléatoirement par les neurones pyramidaux de I’hippocampe (vert) de I’aire CA1. Les noyaux cellulaires
sont marqués avec du DAPI (bleu). Le merge correspond a 1’assemblage des 3 images précédentes.

Nous avons cherché a déterminer si le marquage ponctiforme obtenu sur les tranches aigles
d’hippocampe, représentant les molécules d’ARNm de I'IL-1fB, est présent au sein des
neurones. Le stratum pyramidale, bien que constitué des corps cellulaires neuronaux, est aussi
compose de cellules gliales. Ainsi, I’acquisition d’image est suivie d’un travail de
reconstruction en 3 dimensions sur le logiciel IMARIS (Oxford instrument®). Les images
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acquises au microscope sont anonymisées puis transférées sur Imaris. Les corps cellulaires des
neurones pyramidaux sont reconstruits en 3 dimensions puis le marquage ponctiforme du
RNAscope est a son tour reconstruit avec application d’un seuil afin de discriminer le signal
spécifique du bruit de fond (figure 31A). Enfin, la quantification des points présents dans les
corps cellulaires est realisee neurone par neurone (fleches orange, figure 31A). La
quantification du nombre de neurones Thyl positifs (marquage vert) ayant au moins un
marquage ponctiforme rouge dans leur corps cellulaire sur le nombre total de ces neurones
révéle que ’ARNm de I’IL-1p est détecté dans environ 40% des neurones Thyl positifs de
I’aire CA1 de I’hippocampe (figure 31B). Cependant, I’expression reste faible avec en
moyenne moins d’un point par neurone (environ 0.7 ; figure 31C). Ces résultats démontrent
que les neurones pyramidaux de I’hippocampe sont capables de synthétiser I’ARNm de la pro-

IL-1B en condition physiologique.
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Figure 31 : Quantification de PARNm de I’IL-1p dans les neurones pyramidaux de I’aire
CAl

A : Procédure de reconstruction 3D sur Imaris. A partir d’une acquisition au microscope, les corps
cellulaires GFP positifs sont reconstruits. Le marquage ponctiforme est ensuite lui-méme reconstruit
avec application d’un seuil pour discriminer le bruit de fond. Les points rouges représentent I’ARNm
en dehors des neurones et les points blancs pointés par une fléche orange représentent I’ARNm de I’IL-
1P présent au sein des corps cellulaires. B-C : Proportion de neurones positifs, dans lesquels I’ARNm
de I’TL-1p est détecté (B) et moyenne du nombre de points d’ARNm détecté (C) sur des tranches aiglies
d’hippocampe hybridées avec la sonde IL-1p ou la sonde négative. Les données sont représentées par la
moyenne £+ SEM, N=5 individus. Analyse statistique par Wilcoxon test. P-value : p < 0.05 (*).
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8.2. Données préliminaires : caractérisation de la régulation
transcriptionnelle de I’IL-1p a ’aide d’un rapporteur fluorescent

8.2.1. Visualisation de 1’activité du promoteur de I’IL-18 a aide d’un

reporteur fluorescent : la GFP

8.2.1.1. Validation de la construction promoteur-1L-1B-GFP

D’apres la littérature, la mise en place d’une LTP et les expériences comportementales
d’apprentissage entrainent une augmentation de [’expression d’ARNm de I’'IL-1B dans
I’hippocampe (Depino et al., 2004 ; Schneider et al., 1998). L’objectif de cette partie consiste
a visualiser cette augmentation d’expression, sur de courts temps apres stimulation des cellules,
avec 1’utilisation d’un reporteur fluorescent : la GFP. Cette protéine a été insérée dans deux
plasmides, le premier contenant un promoteur ubiquitaire EFla et le deuxiéme muni du
promoteur minimal de I'IL-1p (lwawaki et al., 2015). Pour valider cette approche, ces
constructions ont été exprimées dans des macrophages par transduction avec des lentivirus. Les
cellules ont ensuite été stimulées avec du LPS (1 pg/mL) pendant 4h et un marquage
immunocytochimique a été réalisé pour révéler I’expression de la GFP (vert) ainsi qu’un
contremarquage des noyaux cellulaires au DAPI (bleu ; figure 32). Les images obtenues
montrent que la GFP sous le controle du promoteur EFla (figure 32A) s’exprime,
indépendamment de la stimulation au LPS, puisque ce promoteur n’est pas soumis au priming.
En revanche, lorsque la GFP est sous le controle du promoteur de I’IL-1pB (figure 32B), son
expression est tres faible en condition basale puis augmente fortement lorsque les cellules sont
stimulées au LPS. Ces résultats valident la construction du reporteur d’activité

transcriptionnelle du promoteur de I’IL-1p.
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Figure 32 : Expression et validation de la construction promoteur-IL-1p-GFP dans des
macrophages

A et B : Immunocytochimie de macrophages exprimant soit la construction promoteur EFla-GFP (A)
soit la construction promoteur IL-1B-GFP (B) en condition basale (panneaux de gauche, marquage vert)
et stimulés avec du LPS (1 pg/mL) pendant 4h (panneaux de droite, méme marquage). Un marquage
des noyaux cellulaires avec du DAPI (bleu) permet de Vérifier ’expression de ces constructions dans
les cellules.
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8.2.1.2. Activité du promoteur de I’IL-1B dans des neurones d’hippocampe

De la méme maniére que pour les macrophages, la séquence codante pour I’expression de la
GFP sous le controle du promoteur de I’'TL-1[ a été exprimée par approche lentivirale, dans des
cultures primaires de neurones d’hippocampe. Ces derniéres ont été stimulées 5 min avec de
I’ACSF ou du KClss (solution entrainant une dépolarisation massive des neurones), puis
remises en milieu de culture pendant 15 a 30 min avant fixation. Des marquages
immunocytochimiques ont été réalisés pour révéler I’expression de la GFP (vert), de MAP2
(rouge), une protéine du cytosquelette exclusive des neurones matures, et de GFAP (violet ;
Figure 33A-B), une protéine spécifique des astrocytes. Les images obtenues montrent que la
GFP s’exprime en condition basale (ACSF) et que certains neurones en condition KClss
semblent avoir une fluorescence verte plus intense (figure 33A). De maniére intéressante, la
colocalisation entre le marquage GFP et MAP2 suggere que, dans nos conditions
expérimentales, le promoteur de I’IL-1B n’est actif que dans les neurones. En effet, aucune
colocalisation des marquages GFP et GFAP n’est observée. La fluorescence de la GFP semble
en moyenne plus élevée a 15 min apres stimulation au KClss, par rapport & une stimulation
ACSF (figure 33C). Cependant, 30 min post-stimulation, la fluorescence entre les deux
conditions est identique (figure 33B et D). Ces données préliminaires obtenues sont le fruit
d’une seule expérience, ce qui pourrait expliquer I’absence de différence statistique observée
ainsi que I’important écart-type présent dans le jeu de données a 30 min. Néanmoins, ces
résultats révélent aussi une transcription basale du promoteur de I’'IL-1f dans les neurones. Pour
rappel, ’objectif in fine, est de visualiser 1’expression du reporter fluorescent sur de courts
temps apres stimulations (de 1’ordre de 10 a 15 min). Or, le temps de maturation de la GFP est
de 25 min, donc trop lent pour notre objectif. Nous avons décidé d’adopter une nouvelle

stratégie.
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Figure 33 : Activite transcriptionnelle de la construction promoteur-I1L-1p-GFP dans des
cultures primaires de neurones d’hippocampe

A-B : Immunocytochimie sur des cultures de neurones primaires d’hippocampe exprimant la
construction promoteur-1L-1B-GFP, stimulées 5 min avec soit de I’ACSF (panneaux du haut) soit du
KCI 55 mM (panneaux du bas) puis réincubées avec de I’ ACSF pendant 15 min (A) ou 30 min (B). Pour
montrer [’expression spécifique de cette construction dans les neurones, des marquages GFP (vert),
MAP?2 (rouge) et GFAP (violet) ont été réalisés. C-D : Quantification des marquages GFP sur des somas
par rapport a la surface cellulaire (en um2). Ces mesures ont été réalisées a 15 post-stimulation (C) et 30
min post-stimulation (D). Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM, N=1.
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8.2.2. Visualisation de 1’activité du promoteur de I’IL-18 a aide d’un

reporteur fluorescent : la mNeongreen

Pour mesurer 1’activité du promoteur de I’IL-1p a des temps courts, nous avons donc décide de
changer de reporteur et d’opter pour une protéine dont le temps de maturation est de 10 min :
la mNeongreen. L’ADNc de la mNeongreen a été insérée a la place de la GFP, en aval du
promoteur de I'IL-1B. Afin de valider la construction, cette derniére a été exprimée, par
approche lentivirale, dans une culture de THP-1. A la différence des précédentes expériences
conduites sur les THP-1 pour lesquelles nous analysions la maturation de 1’'IL-1f, nous
cherchons ici a visualiser un mécanisme associé a la synthése de la cytokine. Ainsi, nous avons
voulu nous assurer que cette lignée active tous les mécanismes cellulaires pour permettre la
synthése d’IL-1P en grande quantité, et par conséquent, Nous permettre de visualiser ’activité
du promoteur de I’IL-1p conduisant a cette synthese. De ce fait, les THP-1 ont été différenciées
en macrophages par ajout de PMA (Phorbol-12-mystirate-13-acetate) pendant 30 min avant de
subir I’étape de priming par exposition a du LPS a 1pg/mL pendant 1 a 4h. Un
immunomarquage de la mNeongreen (vert) ainsi qu’un contremarquage des noyaux des cellules
avec le DAPI (bleu) ont été réalisés (figure 34A). La quantification du marquage (figure 34B)
révele une expression de la mNeongreen en en absence de LPS, que ce soit directement apres
la différenciation des THP-1 (condition PMA) ou aprés différenciation et incubation pendant
4h avec du milieu de culture (condition PMA + RPMI). La quantification de la fluorescence
moyenne pour les différents temps de stimulation au LPS ne démontre pas de différences
marquantes avec les conditions sans LPS. Ces résultats nous laissent penser que 1’ajout de PMA
pourrait étre considéré par les cellules comme un signal de danger capable d’activer le
promoteur de I’IL-1 et entrainer la synthése de la mNeongreen a I’instar du LPS. Si tel est le
cas, ces différents traitements générent des macrophages activés et expliqueraient pourquoi
aucune différence n’est observée dans les différentes conditions. Pour verifier cette hypothese,
il aurait fallu quantifier la pro-1L-1p présente dans les cellules et comparer ces résultats avec la
quantification de la fluorescence de la mNeongreen. Concretement, la construction codant pour
I’expression de la mNeongreen sous le controle du promoteur de I’IL-1f n’a pas pu étre validée

dans les macrophages.
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Figure 34 : Visualisation de I’activité transcriptionnelle du promoteur de ’IL-1p a I’aide
d’un reporteur fluorescent la mNeongreen

A : Immunocytochimie des THP-1 exprimant la mNeongreen (marquage vert). Le noyau des cellules
est détecté avec du DAPI (marquage bleu). B : Quantification de la fluorescence émise par
I’amplification de la mNeongreen en fonction des différentes conditions expérimentales. Le AF/F
représente la variation de la fluorescence des cellules par rapport a la fluorescence basale. N=1.
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8.3. Caractérisation de I’expression et de la maturation de ’IL-1§
dans les neurones a I’aide du biosenseur BRET de I’IL-1

8.3.1. Validation de la spécificité d’expression cellulaire du biosenseur en

fonction du promoteur utilisé

Le biosenseur de BRET de I’'IL-1 a été créé pour étudier la maturation de cette cytokine dans
différents types cellulaires. Dans cette optique, la construction a été insérée dans deux
plasmides pour que son expression soit sous le contréle d’un promoteur GFAP (expression
specifique dans les astrocytes) ou d’un promoteur CaMKIla (promoteur spécifique des
neurones excitateurs ; figure 35A). Ces constructions ont été transduites dans des cultures
primaires de neurones par approche lentivirale. Des marquages immunocytochimiques ont été
réalisés pour révéler 1I’expression de la YPet grace a un anticorps anti-GFP (marquage vert) et
de PSD95, une protéine de la post synapse exclusivement présente dans les neurones (rouge ;
figure 35B) Les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI (bleu). Les images obtenues
démontrent la présence du marquage GFP dans les neurones pour la construction exprimant le
promoteur CaMKIlla, grace a la détection de PSD95 qui nous permet d’identifier ce type
cellulaire. Pour la construction possédant le promoteur GFAP, le marquage GFP associé se
trouve dans des cellules dont la morphologie est similaire a celle des astrocytes. Ces résultats
démontrent que I’expression dans les astrocytes ou les neurones est spécifique en fonction du
promoteur choisi et valident nos constructions. Ainsi, pour la suite de 1’étude, les protéines
transgéniques seront spécifiqguement exprimées dans les neurones excitateurs en culture grace

au promoteur CaMKIlla placé en amont de la séquence codante.
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Figure 35 : Expression spécifique du biosenseur de BRET de I’IL-1§ dans des astrocytes
ou des neurones sur culture primaire de neurones hippocampiques

A : Schéma de la construction lentivirale permettant 1’expression du biosenseur dans un type cellulaire
spécifique. Il contient des séquences LTR pour une production lentivirale, un promoteur spécifique
(GFAP ou CaMKIla), la séquence codante pour le biosenseur et une séquence WPRE permettant
d’augmenter 1’expression biologique de la protéine transgénique. Cette séquence provenant du virus de
I’hépatite B entraine une augmentation de la stabilit¢ de I’ARNm. B : Immunocytochimie sur des
cultures primaires de neurones. Le biosenseur et les neurones sont respectivement détectés avec des
anticorps dirigés contre la Ypet (anti-GFP, vert) et contre une protéine d’échafaudage post-synaptique
PSD95 (rouge). Les noyaux cellulaires sont révélés avec un marquage DAPI (bleu).
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8.3.2. Maturation de I’IL-1B dans des cultures primaires de neurones

d’hippocampe

8.3.2.1. Maturation de I’IL-1p dépendante des NMDARs

Comme mentionné dans I’introduction, 1’augmentation de 1’expression de ’ARNm de I’'IL-1f3
dans I’hippocampe est induit aprés la mise en place d’'une LTP ou suite & une tache
d’apprentissage (Depino et al., 2004 ; Schneider et al., 1998). Or, I’induction d’une LTP passe
par I’activation des récepteurs glutamatergiques des neurones excitateurs (Ascher & Nowak,
1988 ; Collingridge et al., 1983 ; B. Y. N. Dale & Roberts, 1985 ; Lynch et al., 1983 ;
Macdermott et al., 1986). Nous avons émis I’hypothése que la maturation de I’IL-1p neuronale
pouvait étre dépendante d’une activité neuronale soutenue. Pour tester cette hypothése, le
biosenseur de BRET a été exprimé par approche lentivirale dans des neurones excitateurs
hippocampiques en culture primaire. Afin de visualiser la maturation de I’IL-1p, le BRET a été
mesuré pendant 10 min (signal basal) puis pendant 20 minutes aprés ajout d’ACSF ou
différentes stimulations conduisant a une forte activité neuronale (figure 36). La figure 36A
présente 1’évolution du signal de BRET au cours du temps en fonction de deux stimulations
différentes : une stimulation avec de la 4-Aminopyridine (ou 4-AP, agent organique inhibiteur
des canaux potassiques dépendants du voltage) et une stimulation avec de I’ATP (un agoniste
des récepteurs purinergiques pouvant activer I’inflammasome NLRP3). L’application de 4-AP
induit une faible diminution du signal de BRET. L’analyse statistique en ANOVA a deux
facteurs démontre une significativité du traitement a la 4-AP sur la maturation de biosenseur de
I’TL-1p sur les neurones excitateurs de I’hippocampe. Pour démontrer I’implication du systéme
excitateur glutamatergique, nous avons réalisé la méme expérience en exposant les neurones a
du glutamate (figure 36B). Cette stimulation induit une diminution du signal de BRET pour
atteindre 75% du signal basal. Pour déterminer quel type de récepteurs du glutamate est
impliqué dans la maturation de I’IL-1p, nous avons réalisé la méme expérience en exposant les
cultures avec 50 uM de différents agonistes des récepteurs ionotropique du glutamate : de
I’AMPA, du kainate (KA) et du NMDA (Figure 36C). Une stimulation avec de ’AMPA induit
une légére diminution transitoire du signal de BRET, assimilable a un artefact de stimulation.
Seul le NMDA conduit a une diminution durable du signal de BRET pour atteindre 70% du
signal basal. De plus, la diminution du BRET observée avec le glutamate et le NMDA est abolie
par ajout de MK801 ou de D-AP5, des inhibiteurs des récepteurs NMDA (figure 36B et C).
L’ensemble de ces résultats démontrent 1’implication des récepteurs ionotropiques du

glutamate, et plus précisément les récepteurs NMDA dans la maturation de I’IL-1f3 neuronale.
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Figure 36 : Une stimulation des récepteurs NMDA conduit au clivage du biosenseur de

BRET de I’IL-1p

A : BRET en population au cours du temps sur culture primaire de neurones exprimant le biosenseur de
BRET de I’IL-1B et stimulée avec une solution saline (Ctrl), de la 4-AP (1 mM) ou de ’ATP (2 mM).
B : Méme expérience avec une stimulation au glutamate (50 pM) précédée ou non d’un traitement avec
100 uM de MK801. C : Méme expérience avec une stimulation par différents agonistes des récepteurs
glutamatergiques (AMPA, Kainate (KA), NMDA ; 50 uM par composé) et prétraitées ou non avec un
inhibiteur réversible (D-AP5, 100 uM) du récepteur NMDA. Les données sont représentées par la
moyenne + SEM, N=3 expériences indépendantes. Analyse statistique par Two-way ANOVA avec
correction par le FDR. (***) correspond & la comparaison entre Ctrl et NMDA ; ($$3$) correspond a la

comparaison entre Ctrl et AMPA. P-value : p < 0.05 (*, $), p <0.01 (**, $$), p < 0.001 (***, $$$).

131



8.3.2.2. Caractérisation des sous-unités des NMDARs impliquées dans la
maturation

Comme mentionné dans Dl’introduction, les récepteurs NMDA sont majoritairement des
hétérodimeres, composes de 2 sous-unités obligatoires GIUNL1A et de 2 autres sous-unités,
GIuN2 ou GIuN3 (Vyklicky et al., 2014). Les données de la littérature précisent que ce type de
récepteur est particulierement abondant dans 1’hippocampe avec une composition majoritaire
en sous-unités GIUN1/GIuN2A ou GIuN1/GIuN2B (Al-Hallaqg et al., 2007 ; Paoletti et al., 2013
; Rauner & Kohr, 2011). Basé sur ces données, nous nous sommes demandés si la maturation
de I'IL-1P était dépendante de I’activation d’un récepteur hétérodimérique particulier. Le
biosenseur a été exprimé dans des cultures primaires de neurones d’hippocampe. Le signal de
BRET est enregistré pendant 10 min (signal basal) puis les neurones sont stimulés avec de
I’ACSF ou avec 10 uM de NMDA et le BRET est enregistré pendant 50 min. Pendant toute la
durée de 1’acquisition, les neurones sont exposés a différentes concentrations (de 0 a 10 pM)
d’inhibiteurs pharmacologiques des sous-unités NMDA : un inhibiteur des sous-unités GIUN2A
(TCN201), un inhibiteur des sous-unités GIUN2B (R025-6981) ou une combinaison des deux
inhibiteurs (figure 37). Sur les cultures prétraitées au TCN201, une diminution du signal de
BRET est observée quelle que soit la concentration de I’inhibiteur, passant de 100% a environ
80% du signal basal (figure 37A). Le résultat est identique pour des cultures prétraitées avec le
R025-6981 (figure 37B). En revanche, la combinaison des deux inhibiteurs, avec une
concentration fixe de 10 uM de TCN201 et une concentration croissante de Ro25-6981 entraine
une inhibition progressive de la diminution du signal de BRET et cette diminution est
totalement abolie quand les cultures sont exposées a 10 uM de TCN201 et Ro25-6981 (figure
37C). Ces résultats démontrent que I’inhibition combinée des sous-unités GIUN2A et GIuN2B
bloque la maturation de I’IL-1p dans les neurones. Cela suggére soit que le clivage de la
cytokine nécessite 1’activation combinée des récepteurs NMDA hétérodimériques
GIuN1/GIuN2A et GIuN1/GIuN2B et que I’inhibition d’un des deux types de récepteurs n’est
pas suffisant pour bloquer la maturation, soit que le clivage est dépendant de récepteurs NMDA
hétérotrimériques GIUN1/GIUN2A/GIUN2B. En effet, 1’hypothése de 1’implication de
récepteurs NMDA hétérotrimeriques est d’autant plus pertinente que nos résultats présentant la
maturation de I’IL-1B en présence de concentration croissantes en TCN201 et Ro25-6981
semblent étre corrélées avec la pharmacologie desdits récepteurs. D’apres la littérature, les
récepteurs NMDA hétérotrimeériques sont présents dans 1’hippocampe, majoritairement sous la
forme GIuUN1/GIuN2A/GIuN2B (cf. section 3.3.3.1.2). Ensuite, I’inhibition seule de la sous-

unité GIuUN2A ou GIuN2B de ces derniers n’est pas suffisante pour bloquer I’activité du
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récepteur et n’est pas non plus suffisante pour inhiber la maturation du biosenseur. En revanche,
I’application combinée d’inhibiteurs GluN2A et GluN2B est necessaire pour abolir leur activité
(Cheriyan et al., 2016 ; Hansen et al., 2014 ; Stroebel et al., 2014), combinaison aussi requise

pour inhiber la maturation de I’IL-1p dans les neurones de I’hippocampe.
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Figure 37 : Relation dose-effet de I’inhibition des sous-unités GIUN2A et GIuN2B du
récepteur NMDA sur le clivage du biosenseur de BRET de ’IL-1p

BRET en population au cours du temps sur cultures primaires de neurones exprimant le biosenseur,
stimulées avec de I’ACSF ou 10 uM de NMDA et exposées a des concentrations croissantes (de 0 a 10
uM) d’un inhibiteur des sous-unités GIUN2A (A), GIuN2B (B) ou une combinaison des deux inhibiteurs
(C). Les données sont représentées en moyenne + SEM, N=4 expériences indépendantes.
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8.3.2.3. Localisation subcellulaire du biosenseur dans les neurones

Nous savons maintenant que la maturation de I’[L-1p dans les neurones est dépendante des
récepteurs NMDA. Sachant que ces récepteurs sont principalement exprimés au niveau de la
post-synapse des neurones (Gardoni et al., 2011), nous avons souhaité savoir si I’'IL-1p était
elle-aussi, preférentiellement localisée au niveau des épines dendritiques, a proximité de ces
récepteurs. Pour répondre a cette question, des cultures primaires de neurones d’hippocampe
ont été transduites avec des lentivirus codant soit pour le biosenseur de BRET de I’IL-1, soit
pour le tandem NLuc-Ypet, soit avec une construction GluN1a-Venus. Le tandem NLuc-YPet
est une fusion du donneur et de 1’accepteur. Ce contrdle nous permet de vérifier si la présence
de ce couple au niveau de la pro-IL-1p n’influence pas I’adressage de la cytokine dans un
compartiment cellulaire spécifique. La construction GluN1a-Venus est une simple fusion de la
protéine fluorescente sur la sous-unité obligatoire du récepteur NMDA, récepteur
majoritairement présent dans les épines dendritiques. Cette protéine transgénique est un
contrdle positif qui nous permet de quantifier une protéine majoritairement exprimée dans les
épines dendritiques. Les cultures ont été fixées puis immuno-marquées pour révéler la Ypet ou
Venus (vert, noté GFP) et PSD95 (rouge) afin de localiser les épines dendritiques (Figure 38A).
Pour chague neurone, un ratio épine / dendrite a été effectué en sélectionnant la zone dans
laquelle les marquages GFP et PSD95 co-localisent (épine) et la zone dendritique présente sous
I’épine dans laquelle seul le marquage GFP est présent (magnification sur la figure 38A). Le
ratio est présenté en figure 38B. Premiérement, comme attendu la construction GluN1a-Venus
est significativement plus enrichie au niveau des épines (ratio d’environ 3) que le tandem NLuc-
Ypet (ratio d’environ 2). De la méme maniére, la construction GluNla-Venus est aussi
significativement plus enrichie au niveau des épines que le biosenseur de BRET (ratio d’environ
3 contre 2.5 pour le biosenseur). De plus, il apparait aussi que le biosenseur de BRET de I'IL-
1B est significativement enrichi dans les épines par rapport au tandem (ratio d’environ 2.5
contre 2 pour le tandem). Ces résultats démontrent que le biosenseur de BRET de I'IL-13

semble préférentiellement localisé dans les épines dendritiques par rapport aux dendrites.
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Figure 38 : Localisation subcellulaire du biosenseur de BRET de I’'IL-1p dans les neurones
excitateurs de I’hippocampe en culture

A —panneau du haut : Immunocytochimies sur des neurones excitateurs en culture exprimant GluN1a-
Venus (panneau du haut), le tandem NLuc-YPet (panneau central) ou le biosenseur de BRET (panneau
de droite). Un marquage anti-Ypet ou Venus (vert, noté GFP, panneaux de gauche) et anti-PSD95
(rouge, panneaux centraux) permet de détecter respectivement 1’expression de la protéine transgénique
et la protéine d’échafaudage présente en post-synapse des neurones. La superposition des deux images
est présentée dans les panneaux de droite (merge). A — panneau du bas : Zooms sur une arborisation
dendritique (magnification), pour les trois conditions expérimentales et les marquages GFP, PSD95 ainsi
que la superposition des deux images. La couleur jaune-orangée représente une colocalisation entre les
marquages GFP et PSD95. B : Ratio de la colocalisation de fluorescence GFP-PSD95 présente dans les
épines dendritiques sur la fluorescence de la dendrite associée a 1’épine en fonction de la protéine
transgénique exprimée (biosenseur de I’'IL-1p, tandem Nluc-Ypet et GluN1a-Venus). Les histogrammes
représentent la moyenne des neurones analyses + SEM, N=4. Analyse statistique par one-way ANOVA
avec correction par le FDR. P-value : p< 0,05 (*) ; p < 0,01 (**) ; p < 0,001 (***).
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8.3.2.4. Maturation de L’IL-1p dans les différents compartiments
neuronaux en BRET en vidéo-microscopie

Les résultats obtenus en section 8.3.2.3 suggérent que le biosenseur de BRET de I'IL-1p est
préférentiellement localisé dans les épines dendritiques et ceux obtenus en section 8.3.2.1
démontrent que le processus de maturation intervient lors de 1’activation des récepteurs NMDA.
En s’appuyant sur ces évidences, nous avons souhaité savoir si la maturation de I’'IL-1p : 1/
intervient uniquement dans les épines dendritiques ou dans 1’ensemble du neurone et 2/ si elle
se produit lorsque 1’activité neuronale est induite, non seulement par administration exogene
d’un agoniste des récepteurs NMDA, mais aussi via un stimulus non spécifique des récepteurs
au glutamate, entrainant une dépolarisation massive de I’ensemble des neurones. Pour répondre
a cette question, le signal de BRET, de cultures primaires de neurones d”hippocampe a été suivi
en vidéo-microscopie. Cette technique permet de mesurer en temps réel, sur cellule, la
bioluminescence de la NLuc ainsi que la luminescence de la Ypet au cours du temps et ce, dans
les différents compartiments cellulaires (Figure 39A). La stimulation des neurones a été induite
par une dépolarisation chimique au KCl. L acquisition des signaux luminescents du donneur et
de I’accepteur d’énergie est réalisee séquentiellement a raison de 10s par signal respectivement.
Le ratio de BRET, représentant la luminescence de 1’accepteur sur la bioluminescence du
donneur, est calculé ultérieurement et présenté en fausses couleurs, les couleurs les plus chaudes
représentant un fort signal de BRET. Le protocole d’acquisition du signal de BRET s’établit
sur 20 min et comprend 5 min d’enregistrement basal, 10 min d’enregistrement apres
dépolarisation des neurones (stimulation au KCI) ou en contréle avec de I’ACSF. A la fin de
I’expérience, une stimulation avec du NMDA est utilisée comme contrdle positif. Les variations
de BRET ont été analysées dans les 3 principaux compartiments cellulaires : soma, dendrite et
épine. Dans le soma des neurones (Figure 39B), une stimulation avec du KCI 50 mM induit
une diminution du signal de BRET (de 100% a 90% du signal basal). L’addition de 50 uM de
NMDA en fin d’enregistrement entraine une nouvelle diminution du signal de BRET. Pour la
condition contrdle en ACSF, il n’y a pas d’inflexion du BRET et une diminution du signal,
atteignant environ 85% du signal basal, est observee apres une stimulation avec du NMDA. En
revanche, la préincubation des cultures avec du D-AP5 (100 uM) inhibe la maturation de I’TL-
1B, induite par des stimulations au KCI 50 mM ou au NMDA.. Ce phénoméne, observé dans le
soma, est egalement visible dans les dendrites (Figure 39C) et dans les épines dendritiques
(Figure 39D). De maniére surprenante, le simple ajout d’ACSF induit une diminution
significative du signal de BRET dans les dendrites et les épines de I’ordre de 5%. Ce phénoméne

peut s’expliquer par une stimulation mécanique induite par I’ajout du liquide dans la chambre
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de culture pouvant conduire une dépolarisation du réseau neuronal. Hypothése d’autant plus
probable car I’absence de magnésium dans ACSF utilisé facilite 1’ouverture des récepteurs
NMDA. L’ensemble de ces résultats démontre que, lors d’une activité neuronale soutenue
induite par une stimulation non spécifique des récepteurs au glutamate, la maturation de I’IL-
1B a lieu dans les différents compartiments neuronaux étudiés et n’est pas localisée dans un
compartiment cellulaire précis. De plus, la diminution du BRET n’est pas non plus supérieure

dans un compartiment en particulier.
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Figure 39 : Visualisation en vidéo-microscopie de la maturation du biosenseur de BRET
de ’IL-1p lors d’une forte dépolarisation neuronale

A : Images représentatives obtenues en vidéo-microscopie sur de cultures primaires de neurones

exprimant le biosenseur et correspondant a la bioluminescence émise par la Nluc (panneau de gauche),

a la luminescence de la Ypet (panneau central) et au ratio de BRET en fausse couleur (panneau de
droite). B-D : Variations du signal de BRET au cours du temps, détectées au niveau des différents
compartiments cellulaires : le soma (B), les dendrites (C) et les épines dendritiques (D). La stimulation
des neurones est réalisée soit avec de I’ACSF (courbe noire), du KCI 50 mM (courbe rouge) et du KCI
50 mM avec une préincubation avec 100 UM de D-AP5 (courbe bleue). Les données sont représentées
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en moyenne + SEM. N=7 expériences indépendantes. Analyse statistique en 2-way ANOVA +
correction avec le False Discovery Rate. (***) correspond a la comparaison entre ACSF et KCI50 ;
(+++) correspond a la comparaison entre ACSF et KCI50-D-AP5 ; ($$$) correspond a la comparaison
entre KCI50 et KCI50-D-APS5. p-value : p < 0,05 (*,+,$) ; p< 0,01 (**,++,%%) ; p <0,001 (***,+++,$$3).

8.3.2.5. Maturation indépendante de la voie canonique

Bien que la maturation de I’IL-1B neuronale passe par 1’activation du récepteur NMDA, nous
avons souhaité savoir si ce phénomeéne était dépendant de 1’inflammasome NLRP3 ou de la
caspase-1. La caspase-1 est considérée comme 1’enzyme principale responsable du clivage de
cette cytokine dans les cellules immunitaires. Il a été montré dans la littérature, que cette
enzyme est exprimée et activée dans les neurones spinaux mais aussi dans les neurones
hippocampiques apres injection de kainate chez le rat (Compan, Baroja-Mazo, Lopez-Castejon,
etal., 2012 ; Lindberg et al., 2004 ; Vaccari et al., 2008). Afin de vérifier son implication dans
le clivage du biosenseur de I’'IL-1p, ce dernier a été¢ exprimé dans des cultures primaires de
neurones. Apres 10 min d’enregistrement du signal basal de BRET, les cultures ont été
stimulées avec de I’ ACSF ou avec 50 uM de NMDA puis le signal a été enregistré pendant 20
min. Pendant toute I’acquisition, certaines cultures ont été prétraitées avec 500 nM de MCC950,
un inhibiteur de I’inflammasome NLRP3 (Figure 40A) ou avec 50 uM d’YVAD, un inhibiteur
de caspase-1 (Figure 40B). Dans les 2 cas, ces inhibiteurs ne bloquent pas la diminution du
signal de BRET (passant de 100% a 75%) observée apres une stimulation au NMDA. Ces
résultats montrent que la maturation de I'IL-1P est un phénoméne indépendant de la voie

canonique, décrite dans les cellules immunitaires.

139



—— ACSF

A B ~ ACSF
- NMDA «— NMDA
«— MCC950 ACSF + YVAD
—— MCC950 + NMDA —— NMDA + YVAD
120 Stim 120+
Stim
© © 9 ]
3 1unqmmﬁ,whwﬂlwa a 100-"%*'1## LA SR GRS LA S SF R ,:
o \ ©
=2 \ = §
S : -~
~ 80- Wy b 80 Hi. ;t
. i.i. o ** ; f %i&# I
m “hu“ 3 o *
m"%:igt.ii -
60 . . 1 60 I | 1
0 20 40 60 0 20 40 60
Time (min) Time (min)

Figure 40 : Maturation neuronale du biosenseur de BRET de I’IL-1p indépendante de la
voie canonique

Variation du BRET au cours du temps sur des cultures primaires de neurones exprimant le biosenseur,
stimulées avec 50 uM de NMDA et pré-incubées ou non avec (A) un inhibiteur de I’assemblage de
I’inflammasome (MCC950 500 nM) ou (B) un inhibiteur de la caspase-1 (YVAD 50 uM). Les données
sont représentées en moyenne + SEM, N=4 expériences indépendantes.

8.4. Etude de la libération d’IL-1p neuronale

8.4.1. Détection de I’'IL-1PB libérée par ELISA

Nous avons ici souhaité déterminer si I’'IL-1 maturée dans les neurones pyramidaux de
I’hippocampe était libérée dans le milieu extracellulaire. Cependant, nous avons constate,
durant les expériences de BRET en vidéo-microscopie, qu’une stimulation ACSF induisait un
clivage de la cytokine. Or cette maturation est dépendante de 1’activation des récepteurs
NMDA, ce qui suggere qu’un simple ajout d’ACSF est capable d’augmenter 1’activité
neuronale. Nous avons donc souhaité vérifier cette hypothése en enregistrant 1’activité
neuronale des cultures. Pour ce faire, deux options: 1/ soit un enregistrement
électrophysiologique, soit 2/ une sonde sensible au voltage. N’ayant pas le matériel nécessaire
pour des expériences d’électrophysiologie dans 1’équipe, nous avons opté pour I’utilisation
d’une sonde sensible au voltage. Pour comprendre ce phénoméne, nous avons décidé
d’exprimer dans les cultures primaires de neurones d’hippocampe un indicateur de voltage

génétiquement encodé (ou GEVI) dénommé VARNAM (Voltage-Activated Red Neuronal
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Activity Monitor). Cette construction est composée d’une fusion entre la rhodopsine Ace et le
fluorophore mRuby3. En raison du chevauchement des spectres d’absorption d’Ace et
d’émission de mRuby3, une partie de la fluorescence émise par la mRuby3 est absorbée par
I’opsine. L’intensité d’absorption d’Ace étant par ailleurs proportionnelle au voltage, la
fluorescence de mRuby3 fusionnée a Ace est directement fonction du potentiel membranaire
(Figure 41A). Les données de la littérature montrent que les propriétés biophysiques de
VARNAM permettent de détecter des potentiels d’action (PA) in vitro et in vivo (Kannan et al.,
2018). Les cultures ont été lavées une fois puis 400 uL. d’ACSF, contenant ou non 3 mM de
TTX, sont ajoutés dans la chambre de culture. Les signaux de fluorescence avec et sans TTX
sont présentés en figure 41B et C. Le signal enregistré sur un neurone cultivé en ACSF montre
les potentiels d’action générés par ce dernier, qui présentent un motif de décharges répétées
(Figure 41B). L’ajout de 3 uM de TTX abolie complétement les variations de fluorescence
induite par VARNAM (figure 41C). Dans notre modéle de culture primaire, ces motifs de
décharges sont probablement causés par I’important remaniement des réseaux suite a la
dissociation des cellules et a leur mise en culture. Ces résultats suggérent que ce modéle

cellulaire présente une hyperexcitabilité du réseau neuronal.
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Figure 41 : Visualisation de I'activité neuronale a I'aide d'une sonde GEVI

A : Représentation schématique de la sonde de voltage VARNAM. L’Ace rhodopsine ancrée a la
membrane plasmique est fusionnée a la protéine fluorescente mRuby3. L’intensité d’absorption d’Ace
de la fluorescence émise par la mRuby3 est directement fonction du potentiel membranaire. Plus le
potentiel de membrane est élevé, moins la sonde sera fluorescente. B-C : Tracés représentant la variation
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de la fluorescence de VARNAM (- AF/F) au cours du temps, GEVI exprimée dans des neurones en
cultures et stimulés soit avec de I’ACSF (B), soit avec de I’ACSF additionnée de 3 uM de TTX (C). La
fréquence d’acquisition des images est de 1000 Hz.

Compte tenu des données obtenues avec VARNAM, nous avons voulu contréler, avec une
expérience préliminaire, si 1/ 1’ACSF induisait une libération d’IL-1p par les neurones et 2/ si
I’ajout de tétrodotoxine (TTX) diminue cette libération basale en réduisant 1’activité des
neurones. Ainsi des cultures primaires d’hippocampe ont été transduites avec le biosenseur de
BRET de I’IL-1pB humain, prétraitées ou non avec 3 uM de TTX, stimulées avec de I’ACSF et
le surnageant dosé par un ELISA reconnaissant spécifiquement la forme humaine de I’IL-1p.
Les résultats (figure 42A) montrent que le traitement avec de la TTX diminue significativement
la libération basale d’IL-1B. Dans 1’optique de vérifier si cette libération est plus importante
apres une stimulation NMDA et d’abolir la sécrétion basale induite par I’ACSF, les données
préliminaires ainsi que les résultats obtenus avec VARNAM nous ont fait changer d’approche
en atténuant 1’excitabilité neuronale par ajout de 100 uM d’un inhibiteur réversible des
récepteurs NMDA, le D-APS5, a partir de DIV10, renouvelé a DIV13 et DIV15. De plus, afin
de mesurer ’impact d’une stimulation NMDA sur la libération d’IL-18, I’ensemble des cultures
exprimant le biosenseur de BRET humain a été exposé a 3 uM de TTX avant I’expérience. Les
cellules sont lavées une fois avec de I’ ACSF contenant de la TTX, additionné ou non de D-AP5
(selon les conditions expérimentales) puis incubées avec de I’ACSF + 3 uM de TTX et
stimulées 15 min avec 50 uM de NMDA en présence ou non de 100 uM de D-AP5. La libération
de la cytokine a été dosée dans le surnageant des neurones par le méme test ELISA utilisé pour
I’obtention des données préliminaires, dont les résultats sont présentés en figure 42B. La ligne
en pointillée représente la quantification de la condition TTX seule, condition utilisée pour
normaliser les données a 100%. L’addition simple de D-APS5 dans le milieu n’entraine pas de
libération supplémentaire de la cytokine par rapport a la condition TTX. En revanche, la
stimulation des récepteurs NMDA génere une augmentation significative du taux de libération
d’IL-1PB équivalent a 3 fois la quantité basale retrouvée en TTX. Cette augmentation est
significativement réduite, lorsque les neurones sont pré-incubés avec du D-AP5 avant la
stimulation au NMDA. Ces résultats montrent que les neurones pyramidaux de 1’hippocampe

sont capables de libérer de I’'IL-1 mature en réponse a une stimulation avec du NMDA.
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Figure 42 : Détection et quantification de I’IL-1B-Ypet libérée par les neurones

A Quantification par ELISA de I'IL-1p-Ypet libérée dans le surnageant par des neurones
hippocampiques en culture, prétraités ou non avec 3 uM de TTX et stimulés avec de I’ACSF. B : Méme
expérience dans laquelle les cultures sont pré-incubées avec 3 uM de TTX puis stimulées avec 50 pM
de NMDA en présence ou non de 100 uM de D-AP5. Les données sont normalisées par rapport a la
libération d’IL-1B induite dans la condition TTX (100%). Les résultats sont représentés par la moyenne
+ SEM. Analyse statistique : Wilcoxon test, N=7 expériences indépendantes (A) et one-simple t-test
avec correction par FDR pour comparer les conditions TTX et TTX-NMDA. Kruskal-Wallis avec
correction par FDR, N=8 expériences indépendantes (B). P-value : p < 0,05 (*, $) ; p < 0,01 (**).

8.4.2. Détection par le dosage HEK-Blue

Comme mentionné dans 1’introduction, le clivage de I’'IL-1p dans les cellules immunitaires est
réalisé par la caspase-1, mais d’autres enzymes telles que la neutrophile élastase, la cathepsine
G, la protéinase-3 et la chymase participent aussi a la maturation de la cytokine. Cependant, ces
enzymes ne génerent pas le fragment d’IL-18 de 17 kDa, mais une protéine clivée un peu plus
longue, qui a pour conséquence une diminution de sa bio-activité (Black et al., 1988 ; Hazuda
& Simon, 1990 ; P. Li et al., 1995 ; Roona et al., 1999). Etant donné que la maturation de 1’IL-
1B dans les neurones est indépendante de la caspase-1, nous avons souhaité valider que la forme
mature de la cytokine produite par ce type cellulaire est aussi biologiquement active. Le
protocole utilisé pour cette section est celui des HEK-Blue, présenté dans la section des résultats
7.3. Les cultures primaires sont transduites soit avec le biosenseur de BRET humain, soit avec
la construction tandem, puis elles sont stimulées avec différents composés. Ensuite, les

Surnageants sont récupérés et la présence d’IL-1p bioactive dosée (Figure 43A). La figure 43B
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présente la concentration d’IL-1B (en pg/mL) en fonction des différentes conditions
expérimentales. Quelles que soient les conditions, toutes les concentrations mesurées sont en
dessous du seuil de détection. Ces résultats ne nous permettent pas d’affirmer que I'IL-1
libérée est bioactive. Pour déterminer ce parametre, il serait nécessaire de développer un
systéeme de détection plus sensible. Nous pourrions par exemple, envisager un systéeme tel que
le iLite® IL-6 de Svar. Ce modele est basé sur le méme principe que les HEK-Blue, cependant,
la SEAP est remplacée par une luciférase. Ainsi, la bio-activit¢ de I’'TL-6 est visible par
I’apparition de bioluminescence. En remplacant ce systéme par celui de I’IL-1[, nous pourrions
visualiser en temps réel la production de bioluminescence par la luciférase nouvellement
synthétisée, tout en diminuant significativement le bruit de fond induit par les dosages

spectrophotométriques.
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Figure 43 : Détermination de la bio activité de I’IL-1B-Ypet de la fraction libérée par les
neurones, par dosage indirect avec les HEK-Blue

A : Schéma récapitulatif de 1’expérience. Les cultures sont transduites a DIV 7 pour exprimer soit le
biosenseur, soit le tandem. A DIV 15, les cultures sont stimulées avec de I’ACSF, 50 uM de NMDA ou
50 uM de NMDA + 100 uM de D-APS5. Les surnageants sont récoltés et exposes sur les HEK-Blue pour
dosage de la SEAP a J2. B : Graphique représentant la concentration d’TIL-1B (en pg/mL) mesurée dans
le surnageant des cellules en fonction des différentes conditions expérimentales. Résultats représentés
sous forme de moyenne + SEM. N=3 expériences indépendantes.
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9. Mécanismes impliqués dans la production de I’'IL-1p neuronale

La section 8 des résultats montre que les neurones excitateurs de I’hippocampe sont capables
de synthétiser, maturer et libérer de I’IL-1p suite a la stimulation des récepteurs NMDA. 11
apparait également que le clivage de la cytokine s’effectue indépendamment de
I’inflammasome NLRP3 et de la caspase-1. Ces résultats soulevent plusieurs questions
importantes : quelle protéase, activée par les récepteurs NMDA, permet le clivage de I’IL-13 ?
Quel est le mécanisme moléculaire ou la voie de signalisation impliquée dans la maturation de
cette cytokine dans les neurones ? Dans cette derniére section, nous aborderons les différentes
stratégies mises en place pour décrypter la signalisation neuronale associée a I'IL-1p et

déterminer plus spécifiquement quelle protéase clive cette cytokine.

9.1. Caractérisation de la maturation de I’IL-1p dans des lignées
« neuronales »

Pour décrypter la signalisation neuronale impliquée dans la production d’IL-1f, nous avons
souhaité travailler sur des lignées « neuronales ». Les lignées cellulaires permettent d’obtenir
une grande quantité de matériel en peu de temps et sont faciles a manipuler génétiquement,
permettant ainsi I’obtention de lignées stables. Présentant un cycle de réplication accélére, elles
sont utiles pour réaliser des criblages pharmacologiques afin d’identifier des mécanismes et/ou
voies de signalisations. Par comparaison avec les cultures primaires de neurones qui sont
beaucoup plus fragiles, les lignées peuvent étre maintenues pendant des mois mais nécessitent
d’étre différenciées en neurones car leurs caractéristiques cellulaires se rapprochent plus des
cellules épithéliales que des neurones primaires post-mitotiques quiescents au stade
indifférencié. Nous avons décidé d’utiliser deux lignées « neuronales » : les SH-SY5Y et les
HT-22.

9.1.1. Lignée SH-SY5Y

Les SH-SY5Y sont des cellules provenant de neuroblastome humain. Générées en 1970 a partir
d’une biopsie de moélle osseuse, elles ont été sous-clonées pour donner la lignée connue
aujourd’hui. Ces cellules d’origine humaine, présentes a 1’état de « neuroblastome-like »,
peuvent étre différenciées en neurones matures. Ce modele a été utilisé dans 1’étude de diverses
pathologies neurodégénératives telles que Parkinson ou Alzheimer mais il est aussi largement
employé dans le domaine de la neuro-virologie (Shipley et al., 2016). De plus, cette lignée

cellulaire a été choisie car elle exprime un récepteur NMDA contenant les sous-unités GIUN2A
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ou GIuN2B (Elnagar et al., 2018 ; Hernandez-Martinez et al., 2017 ; Xu et al., 2019), et
représente donc un modele intéressant pour caractériser la maturation de I’IL-1B dans les

neurones.

Pour étudier la maturation du biosenseur dans cette lignée cellulaire, les SH-SY5Y non
différenciées ont été transduites avec des quantités croissantes d’une construction lentivirale
contenant un promoteur ubiquitaire (EF1a), suivi de la séquence codante pour le biosenseur de
BRET de I’IL-1p humain. L’expression du biosenseur a été ensuite vérifiée par Western-Blot
et immunocytochimie (figure 44). Les cellules exprimant la plus grande quantité de biosenseur
ont été sélectionnées pour le reste de 1’étude (figure 44A, condition 2.5 pL). L’analyse par
immunofluorescence montre qu’environ 50 % de ces cellules expriment le biosenseur et que ce
dernier est localisé de facon homogéne dans le cytoplasme (figure 44B). De maniére
surprenante, I’immunomarquage a révélé D’expression de MAP2, marquage qui devrait
normalement étre absent dans les cellules non-différenciées. Ceci laisse penser que cette lignée
est potentiellement en cours de différenciation. En parallele de la conception de la lignée stable,
nous avons mis en place le protocole de différenciation et réalisé des marquages
immunocytochimiques de la protéines neuronale NeuN et de la protéine du cytosquelette 3-
tubuline sur des SH-SYSY différenciés et non différenciés (figure 44C). L’analyse par
immunofluorescence montre une expression de ces deux protéines, mais surtout révele des
changements morphologiques majeurs. Parmi ces modifications, sont retrouvées la présence
d’un « réseau » neuronal avec des prolongements et des connexions entre les cellules, mais
aussi un changement de morphologie des corps cellulaires, passant d’une forme ovoide a une
forme plus allongée. Apres amplification de la lignée stable, des expériences de BRET ont été
réalisées a la fois sur des SH-SY5Y « non différenciées » et différenciées afin de déterminer si
elles sont capables de maturer I’'IL-1p (figure 44D-E). Les cellules ont été exposees soit a de
1I’ACSF, soit a 50 uM de NMDA ou de 4-AP (agent organique inhibiteur des canaux potassiques
induisant une dépolarisation massive des neurones), en présence ou non de 100 uM de D-APS.
Quel que soit I’état de différenciation des SH-SY5Y, aucune diminution significative du signal
de BRET n’est observée et ce, indépendamment du traitement utilisé (figure 44D-E). Ces
données démontrent une absence de maturation du biosenseur de I’'IL-1B dans ce modele
cellulaire. Ceci peut étre di a I’absence de la protéase qui est présente dans les cultures
primaires. 1l est également possible que la différenciation des cellules en neurones ne soit pas
suffisante pour induire le clivage, ou encore que les récepteurs NMDA ne possedent pas les

sous-unités requises pour activer la voie de signalisation participant a la maturation de la
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cytokine. Il aurait été intéressant de vérifier que le récepteur NMDA exprime bien les sous-
unités GIuUN2A et GIuN2B. De méme, il aurait fallu transduire les SH-SY5Y avec le biosenseur
de BRET sous le contréle du promoteur CaMKIlla afin que la protéine transgénique s’exprime
uniquement dans les neurones différenciés, nous permettant ainsi de vérifier les cellules
complétement différenciées des autres. En 1’état actuel des expériences, cette lignée cellulaire

n’est donc pas un bon modele pour étudier la maturation de I’'IL-1p.
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Figure 44 : Maturation du biosenseur de BRET de I’IL-1p dans la lignée cellulaire SH-
SY5Y

A : Expression du biosenseur de BRET dans les SH-SY5Y visualisée par Western-Blot (bande vers 80
kDa) en fonction de la quantité de lentivirus utilisé pour la transduction. B : Expression du biosenseur
de BRET dans les SH-SY5Y non différenciées, visualisée par immunocytochimie (marquage vert) dans
les cellules transduites comparées aux cellules non transduites. C : Immunocytochimie de la protéines
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neuronale NeuN (vert) et de la B3-tubuline (rouge) dans les SH-SY5Y non différenciées (panneau du
haut) et différenciées (panneau du bas). Les noyaux cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu). Le
merge représente la superposition des images NeuN et B3-tubuline. D : Expérience de BRET en
population sur des SH-SY5Y non différentiées exprimant le biosenseur de BRET. La stimulation avec
la solution contrdle (ACSF) ou différents composés (50 uM de NMDA ou 4-AP +/- 100 uM de D-AP5)
est indiquée par une zone grisée (stim). E : Méme expérience que le panneau C mais sur des SH-SY5Y
différentiées en neurones-like. Les courbes représentent la moyenne £ SEM par point, n=4.

9.1.2. Lignée HT-22

La lignée cellulaire HT-22 est un sous-clone de la lignée parent HT-4 qui sont des précurseurs
immortalisés de neurones hippocampiques de souris. Grace a leurs origines, les cellules HT-22
ont été largement utilisées comme modele cellulaire de neurones d’hippocampes dans de
nombreuses €tudes, notamment portées sur la cytotoxicité du glutamate. En plus de cette
particularité, ces cellules expriment les sous-unités GIuN1 de récepteur NMDA a leur
membrane, mais les autres sous-unités n’ont pas été caractérisées a ce jour (Bonaterra et al.,
2018 ; M. He et al., 2013 ; Zhao et al., 2012). Le dernier point intéressant concerne le temps
nécessaire pour leur différenciation en neurones matures, qui se limite a 48h contre 15 jours
pour les SH-SY5Y. Les HT-22 apparaissent donc étre un modele intéressant pour notre étude.
Dans un premier temps, une mise au point de la différenciation de ces cellules a été réalisée.
Alors qu’elles arborent une morphologie de type épithéliale quand elles ne sont pas
différenciées, aprés 24h et 48h de différenciation, les HT-22 présentent une connectivité, avec
des prolongements visibles et une forme plus allongée, plus typique des neurones (fléches
rouges, figure 45A). Cependant, nous avons observé que la division cellulaire est toujours
présente aprés 48h de différenciation, ce qui pourrait signifier une différenciation en neurone

incomplete, malgré la reproduction des protocoles de la littérature.

De la méme maniére que les SH-SY5Y, cette lignée a été transduite par approche lentivirale,
afin d’exprimer de maniére stable le biosenseur de I’'IL-1B sous le controle du promoteur
CaMKIlla. Ensuite, des expériences de BRET ont été réalisées sur des HT-22 non différenciées
ou apres 24 a 48h de différenciation (figure 45B a D). Aprés une lecture basale de 5min, les
cellules ont été stimulées avec de I’ACSF ou 50 uM de NMDA puis le signal de BRET est
enregistré pendant 45 min. Quel que soit 1’état de différenciation des cellules, 1’ajout de NMDA
n’entraine pas de maturation du biosenseur car aucune variation du signal de BRET n’est
enregistrée. Afin de vérifier la fonctionnalité des récepteurs NMDA au sein des HT-22, un

indicateur calcique génétiquement encodé (GECI), le GCaMP6, a été exprimé dans cette lignée.
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Apres lecture basale de la fluorescence pendant 2 min, les cellules ont été stimulées avec de
I’ACSF (courbe noire) ou du NMDA (courbe rouge), puis la fluorescence est enregistrée
pendant 5 min. Quelle que soit la stimulation, aucune augmentation de fluorescence n’est
détectée (figure 45E). Une stimulation au Triton (contrdle positif) est ensuite réalisée. Cet agent
entraine la perméabilisation des cellules et une entrée de calcium indépendante des récepteurs
NMDA. Cette stimulation induit une forte augmentation de fluorescence pour les deux
conditions expérimentales. Ces résultats semblent indiquer que les récepteurs NMDA 1/ ne
soient pas fonctionnels dans cette lignée ou 2/ ne soient finalement pas exprimés dans les HT-
22. Il serait intéressant de veérifier I’expression des sous-unités GIuN1, GIuN2A et GIuUN2B a la
synapse de ces cellules. Enfin, il est aussi possible que la protéase responsable du clivage de
I’IL-1B dans les cultures primaires de neurones ne soit pas présente dans cette lignée. De
maniere générale, les deux lignées SH-SY5Y et HT-22 ne semblent pas exprimer la machinerie

nécessaire a la maturation de I’IL-1p.
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Figure 45 : Maturation du biosenseur de BRET de I’'IL-1p dans la lignée cellulaire HT-22

A : Acquisitions en lumiére blanche au microscope a contraste de phase de cellules HT-22 en cours de
différenciation. Dés 24h (image de gauche), des prolongements apparaissent et la forme des cellules
change. Apres 48h de différenciation (image de droite), les HT-22 forment un réseau dense, malgré une
division cellulaire toujours présente. B-D : BRET en population sur des HT-22 exprimant le biosenseur
de BRET de I’'IL-1pB non différenciées (B), apres 24h (C) ou 48h (D) de différenciation. La stimulation
avec la solution contréle (ACSF) ou avec 50 uM de NMDA a lieu apres la lecture du signal basal
(encadré gris). Les courbes représentent la moyenne £ SEM par point, n=4.
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9.2. Décryptage de la voie de signalisation neuronale de I’'IL-1

Du fait de I’absence de maturation de I’IL-1p dans les lignées immortalisées, nous avons changé
de stratégie en développant une analyse protéomique de I’interactome de 1’IL-1B neuronale

dans des cultures primaires de neurones.

9.2.1. Expression de I’'IL-1B-APEX?2 dans des cultures primaires de neurones

et spectrométrie de masse

9.2.1.1. Technologie APEX et fusion IL-1B-APEX2

La technologie APEX est une méthode capable de détecter et de « marquer » rapidement
(vitesse de réaction inférieure a une minute) toute interaction, labile comme forte, entre une
protéine et I’enzyme. Appelée peroxydase ascorbate ou APEX, cette enzyme provenant du soja
(Martell et al., 2012 ; Rhee et al., 2013) posséde une masse de 27 kDa et, est présente sous
forme monomérique (Lam et al., 2014). Elle catalyse I’oxydation de la biotine phénol en biotine
phenoxyle en présence de peroxyde d’hydrogeéne. Le produit oxydé, le radical biotine
phenoxyle, est hautement réactif (< 1ms) et va former des liaisons covalentes au niveau des
protéines endogénes proches du site actif de I’enzyme, particuliérement sur les acides aminés
tyrosines, tryptophanes, cystéines et histidines (Amini et al., 2002 ; Bhaskar et al., 2003 ;
Rogers et al., 2008). Cette réaction est appelée biotinylation, puisque la liaison covalente est
formée entre I’acide aminé et la biotine. Un des plus grands avantages des marquages APEX
est la possibilité d’identifier I’intégralité des protéines interagissant avec la protéine cible & une
faible proximité (estimée a moins de 20 nm dans les cellules vivantes), méme les interactions
les plus labiles, transitoires et rares. Cependant, il est important de noter que le réactif biotine
phenol peut étre toxique pour les cellules, rendant le marquage APEX inadapté a des études in

Vivo.

Dans 1I’objectif de réaliser I’interactome de 1I’IL-1p neuronale, I’APEX?2 a été fusionnée sur la
partie C-terminale de la pro-1L-1p recombinante (panneau du haut, figure 46A). Le plasmide a
été ensuite inséré dans une construction AAV contenant un promoteur CaMKIla, permettant
une expression spécifique dans les neurones excitateurs, et un reporteur fluorescent
d’expression cellulaire, la Scarlet. Les séquences codantes pour I’APEX et la Scarlet sont
séparées par une séquence codante P2A, générant un ARNm unique codant pour I’'IL-1p-
APEX2-P2A-Scarlet. Lors de la traduction, la séquence P2A s’auto-clive, séparant

physiquement I’TL-1B-APEX de la Scarlet. L’expression de la Scarlet nous permet de veérifier
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visuellement que la construction est bien exprimée dans les cultures. En présence de biotin-
phénol, I’APEX fusionnée a I’'IL-1 va pouvoir biotinyler toutes les protéines interagissant avec
la cytokine (panneau du bas, figure 46A). Des cultures primaires de neurones corticaux ont été
transduites avec ce vecteur viral. Par comparaison avec les autres expériences sur culture
primaire, nous avons fait le choix d’étudier I’interactome de I’IL-1pB dans des neurones
corticaux car nous avions besoin d’une grande quantit¢ de matériel biologique pour la
protéomique. Le protocole de culture utilisé tout au long de cette étude nous fournit
quantitativement pour un souriceau, quatre fois plus de neurones corticaux,
qu’hippocampiques. Pour Vérifier la fonctionnalité de I’APEX2 et I’efficacité du protocole de
marquage, du peroxyde d’hydrogéne et de la biotin-phénol ont été ajoutés dans le milieu pour
initier la réaction de biotinylation avant de fixer les cellules et de réaliser un immuno-marquage.
Les images présentees en figure 46B montrent 1’expression de la construction dans les neurones
grace a un anticorps dirigé contre I’IL-1f (panneau de gauche en vert) mais aussi 1’activité de
I’enzyme, grace a un marquage streptavidine qui reconnait la biotine (rouge, panneau central).
La combinaison de ces deux images montre que I’expression de I’'IL-1B3-APEX2, tout comme
la réaction de biotinylation, ont bien lieu dans les neurones (panneau de droite). Ces résultats
confirment que la construction est fonctionnelle et qu’elle s’exprime bien dans les neurones

corticaux en culture.
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IL-1B-APEX2

15 um

Figure 46 : Expression et fonctionnalité de I’'TL-1B-APEX2 dans les cultures primaires de
neurones corticaux

A : Schéma de la construction utilisée (image du haut). Le plasmide est constitué de séquences ITR pour
la production d’AAV, d’une séquence CW3SL (C : CamKlla ; W3 : WPRES3 ; SL : Sv40 late) composée
de la séquence minimale du promoteur CamKilla ainsi que des séquences minimales de WPRE3 et du
signal de polyadénylation tardif SV40. Cette séquence permet une forte expression de la protéine
transgénique dans les neurones excitateurs corticaux. Le plasmide contient aussi la séquence codante
pour I’IL-1f, un motif P2A et une séquence Scarlet afin de visualiser I’expression de la construction par
fluorescence avant la réalisation du protocole de marquage. L’image du bas présente le fonctionnement
de la construction. L’ajout d’H.O. et de biotin-phénol permet a I’APEX2 de biotinyler toutes les
protéines proches. B : Immunocytochimie sur des cultures primaires de neurones exprimant la
construction IL-1B-APEX2 (vert) avec une enzyme fonctionnelle capable de biotinyler les protéines
environnantes (rouge).

9.2.1.2. Spectrométrie de masse et génération de I’interactome

L’interactome de I’'IL-1p a été analyse dans différentes conditions : en présence de 100 uM de
D-APS5 pendant 15 min, apreés stimulation avec 50 uM de NMDA pendant 7 min (not¢ NMDA
7°) ou 15 min (noté NMDA 15”). La condition D-AP5 correspond & la condition contréle pour
laguelle nous nous attendons a identifier les protéines interagissant avec la forme pro-IL-1p. Le
temps d’incubation de 15 min avec le NMDA a été sélectionné car il correspond a la durée pour
laquelle nous obtenons une diminution maximale du signal de BRET (voir figure 36, section

8.3.2.1) dans les cultures primaires. Le temps 7 minutes est un temps intermeédiaire au cours
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duquel nous espérons détecter la protéase et/ou des composants de la voie de signalisation
responsable de la maturation de I’IL-1B. A I’issue de la réaction de biotinylation avec le
peroxyde d’hydrogéne, les cellules sont lysées et les protéines biotinylées isolées par
immunoprécipitation avec des billes streptavidine. La biotinylation et la purification des
protéines ont été confirmées par western-blot (figure 47A), dans lequel est retrouvé 1’IL-1p-
APEX2 (bande vers 50 kDa) et I’ensemble des protéines biotinylées grace au marquage
streptavidine. Visuellement, il semble que I’intensité des bandes obtenues pour les conditions
AP5 et NMDA 7’ soient similaires tandis que la condition NMDA 15° semble présenter une
plus forte intensité, laissant penser qu’il y aurait plus de protéines biotinylées. Dans la condition
contréle (noté « ctrl », figure 47A), pour laquelle les cultures de neurones ont été traitées de la
méme facon sans exprimer la fusion IL-1B-APEX2, aucun marquage n’est observable,
démontrant la spécificité de la réaction. Les échantillons ont ensuite été analyses par la
plateforme de protéomique présente au sein de D’institut. Un schéma récapitulatif de

I’expérience est présenté en figure 47B.
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Figure 47 : Protocole de préparation des échantillons pour ’analyse par spectrométrie de
masse

A : Western Blot des échantillons cellulaires biotinylés et lysés pour les 4 conditions suivantes : non
transduit et pas de stimulation (ctrl), incubation avec 100 uM de D-AP5 pendant 15 min (AP5) et
stimulation avec 50 uM de NMDA pendant 7 min (NMDA 7°) ou 15 min (NMDA 15”). B : Schéma
récapitulatif du traitement des échantillons de 1’étape de la biotinylation par activation de I’APEX2, a
I’envoi en spectrométrie de masse (adapté de Han et al. 2018).
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9.2.2. Analyse moléculaire de I’interactome de 1I’IL-1

9.2.2.1. Interactome de I’'IL-1J neuronale en condition basale et aprés
stimulation neuronale

Les immunoprécipitats ont éte digérés avec de la trypsine et les peptides des digestats analysés
par spectrométrie de masse (LC-MS/MS). Grace au logiciel MaxQuant, les protéines ont été
identifiées en comparant la masse/charge des peptides et la masse/charge de leurs fragments
MS2 avec la digestion théorique et la fragmentation théorique des protéines de la base de
données Mus musculus Complete Proteome Set (SwissProt). Les intensités MS des protéines
ont été extraites a I’aide du logiciel Skyline (v 19.1) et I’analyse a permis de calculer
I’enrichissement et la significativité de chaque protéine dans les immunoprécipitats APS vs
Ctrl ; NMDA 7’ vs Ctrl et NMDA 15’ vs Ctrl. Ainsi, sur les 962 protéines identifiées au total,
99 protéines ont été détectées comme significativement enrichies dans la condition AP5, 46
protéines dans la condition NMDA 7’ et 69 protéines pour NMDA 15’ (tableau 10). L’IL-1p
ressort comme proteine la plus enrichie. Ce résultat démontre que la fusion IL-1B-APEX2 a
entrainé la biotinylation de la cytokine. Par analyse bio-informatique sur STRING et Cytoscape,
les interactomes de 1’IL-1 neuronale pour chaque condition ont été générés grace aux bases de
données d’interactions protéines-protéines connues dans la littérature (figure 48). Bien que
I’objectif de cette section soit principalement d’identifier la protéase responsable de clivage de
I’IL-1B neuronale, 1’ensemble de ces données nous permet de mieux comprendre le
comportement de cette cytokine et des acteurs associés et ouvre des hypothéses et champs
d’investigations vers I’étude de la localisation précise de I’'IL-1f dans les neurones, mais aussi
vers les mécanismes potentiellement impliqués dans la maturation et la sécrétion de la cytokine.
L’analyse des protéines significativement enrichies révele la présence d’une protéase
potentiellement intéressante et retrouvée uniquement aprés 15 min de stimulation NMDA
(tableau 10) : la Thimet Oligopeptidase 1 (notée THOP1 et surlignée en jaune, tableau 10,

vert). Cette protéase fera I’objet de la section 9.3.
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Figure 48 : Identification et caractérisation des interactomes de ’'IL-1p-APEX2

Représentations schématiques des interactomes de I'IL-1B-APEX2 exprimée dans des neurones
excitateurs corticaux, comparant les conditions AP5 vs Ctrl (A, titre gris), NMDA 7min vs Ctrl (B, titre
bleu) et NMDA 15 min vs Ctrl (C, titre vert). Les protéines avec p < 0.05 ont été considérées comme
significativement enrichies et une analyse STRING a identifié dans les bases de données publiques les
nombreuses interactions protéines-protéines signalées entre les différentes protéines de ces listes.
Chaque ligne des graphiques représente une interaction protéine-protéine rapportée précédemment dans
la littérature entre deux protéines de la liste. La couleur des cercles de protéines correspond au -log10
(p-value) de I’enrichissement en protéines.
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UniProtkKB LFQ LFQ LFQ LFQ -Log p-

Protein names accession Gene intensity  intensity  intensity  intensity value AP5
numbers names A B C D vs Ctrl
Interleukin-1 beta P10749 111b -15,51 -11,33 -11,05 -9,93 3,17
E3 ubiquitin-protein ligase RNF213 E9Q555 Rnf213 -11,62 -11,23 -11,12 -11,84 2,49
Nuclear protein localization protein 4 homolog P60670 Nploc4 -16,15 -14,35 -13,86 -14,23 1,13
Dynamin-3 Q8BZ98 Dnm3 -15,78 -14,91 -14,01 -15,51 1,75
Ankyrin-3 G5E8KS Ank3 -14,73 -14,79 -13,81 -14,37 0,33
Lipid phosphate phosphatase-related protein type
a Q7TMEO Lpprd -14,93 -14,89 -15,19 -12,93 2,07
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9 035239 Ptpn9 -16,08 -15,92 -15,81 -14,55 0,34
Clathrin heavy chain 1 Q68FD5 Cltc -7,06 -6,84 -6,36 -6,28 1,11
Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 Q6PDLO Dync1li2 -15,61 -15,51 -13,78 -14,49 0,75
Unconventional myosin-lb P46735 Myolb -15,48 -15,24 -14,54 -13,84 0,92
Kinesin-like protein KIF2A P28740 Kif2a -11,79 -11,39 -11,57 -12,11 2,06
Inactive phospholipase C-like protein 2 Q8K394 Plcl2 -16,35 -15,11 -16,14 -15,06 1,19
Q9QXL1;B7
Kinesin-like protein KIF21B ZNGO;Q7M Kif21b -12,35 -11,46 -12,82 -12,12 2,03
624

Eukaryotic peptide chain release factor GTP-
Q8R050;Q1 Gsptl;Gs

binding subunit ERF3A;Eukaryotic peptide chain -14,72 -13,50 -14,01 -13,57 1,65
49F3 pt2
release factor GTP-binding subunit ERF3B
Alpha-synuclein 055042 Snca -14,94 -13,43 -14,07 -10,71 1,99
Septin-6 Q9R1T4 Sept6 -13,93 -13,56 -13,45 -13,44 0,71
Cytoskeleton-associated protein 5 A2AGTS Ckap5 -15,35 -15,29 -13,09 -14,08 0,76
Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine
Q9oL Hgs -13,67 -13,47 -12,98 -11,77 1,27
kinase substrate
Large proline-rich protein BAG6 Q9Z1R2 Bag6 -15,33 -14,78 -14,46 -15,74 0,66
Ganglioside-induced differentiation-associated
Q8VE33 Gdap1l1 -15,99 -16,78 -15,26 -14,78 1,04
protein 1-like 1
Exocyst complex component 2 Q9D4H1 Exoc2 -14,87 -15,92 -13,90 -15,73 0,61
Microtubule-associated protein 2 P20357 Map2 -9,53 -8,89 -8,54 -6,59 0,70
Dihydropyrimidinase-related protein 2 008553 Dpysl2 -7,74 -7,18 -7,11 -6,17 0,56
Neuronal membrane glycoprotein M6-a P35802 Gpmba -15,20 -12,28 -16,39 -10,84 0,95
ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosylation factor P84078;P61 Arf1;Arf
-13,98 -12,31 -12,95 -12,34 1,77
3;ADP-ribosylation factor 2 205;Q8BSL7 3;Arf2
Synaptosomal-associated protein 25 P60879 Snap25 -14,71 -13,28 -17,12 -15,20 1,74
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
Q62465 Vatl -15,21 -12,60 -12,57 -14,90 1,20
homolog
ADP-ribosylation factor 4 P61750 Arf4 -13,23 -11,22 -11,51 -11,26 1,32
Microtubule-associated protein tau P10637 Mapt -13,79 -15,54 -13,81 -11,82 0,44
Destrin Q9ROP5 Dstn -15,63 -15,53 -11,12 -10,51 0,62
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
P08414 Camk4 -15,09 -16,56 -15,55 -15,11 0,36
type IV
Rho-associated protein kinase 2 P70336 Rock2 -12,63 -12,49 -12,12 -11,99 1,05
Peripheral plasma membrane protein CASK 070589 Cask -13,52 -12,86 -12,44 -12,48 1,06
CaM kinase-like vesicle-associated protein Q3UHL1 Camkv -12,25 -11,45 -11,07 -10,69 0,78
Arhgefl
Rho guanine nucleotide exchange factor 12 Q8R4H2 -15,63 -15,36 -14,59 -16,23 1,02
2
Synaptophysin Q62277 Syp -14,12 -10,14 -11,41 -8,52 1,66
Tubulin-folding cofactor B Q9D1E6 Thcb -16,45 -14,93 -14,49 -13,82 0,82
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 Q9JHU4 Dynclhl -7,78 -7,64 -7,28 -7,67 0,81
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D Q9CR16 Ppid -13,82 -15,24 -12,81 -13,32 0,74
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Gephyrin;Molybdopterin
adenylyltransferase;Molybdopterin
molybdenumtransferase

Microtubule-actin cross-linking factor 1

Clathrin coat assembly protein AP180

Coronin-1B

Protein unc-13 homolog B;Protein unc-13 homolog

A;Protein unc-13 homolog C

Syntaxin-1B

Serine/threonine-protein kinase DCLK1
Catenin beta-1

Abl interactor 2

Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase

Src

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 4;Ubiquitin
carboxyl-terminal hydrolase 11;Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 15
Synaptogyrin-1
Tubulin beta-4A chain

Alpha-actinin-4

Tubulin alpha-4A chain
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit
alpha
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type
23
Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2
beta;Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase
type-2 alpha

Niban-like protein 1

Dihydropyrimidinase-related protein 3
Heat shock protein 105 kDa
Catenin delta-1
Drebrin-like protein
Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic
Regulator of G-protein signaling 7;Regulator of G-
protein signaling 6
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7
Neuronal migration protein doublecortin
Reticulon-1
Dual specificity protein phosphatase 3
SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 3
COP9 signalosome complex subunit 2
Catenin alpha-2
Protein phosphatase methylesterase 1

60S ribosomal protein L23

Q8BUV3

Q9Qxzo
Q61548;Q7
M6Y3
Q9WUM3
Q9Z1IN9;Q4
KUS2;Q8K0
T7
P61264;Q0
0262
QoJLM8
Q02248
P62484
P05480;Q6
2270;Q922
K9;Q62190;
P16056
P35123;Q9
9K46;Q8R5
H1
055100
Q9D6F9
P57780;08
8990
P68368

P05132

Q6PB44

Q80XI14;070
172

Q8R1F1

Q62188
Q61699
P30999
Q62418
Q8BMJ2
054829;Q9
Z2H2
Q3uUM45
088809
Q8KOTO
Q9D7X3
Q812A2
P61202
Q61301
Q8BVQ5
P62830

Gphn

Macfl
Snap91

Corolb
Uncl3b;
Uncl3a;
Uncl3c

Stx1b

Dclk1
Ctnnb1

Abi2

Src

Usp4;Us
p11;Usp
15
Syngrl
Tubb4a

Actn4d
Tubada

Prkaca

Ptpn23

Pip4k2b;
Pip4k2a

Fam129
b
DpyslI3
Hsphl
Ctnnd1
Dbnl
Lars
Rgs7;Rgs
6
Ppp1r7
Dcx
Rtnl
Dusp3
Srgap3
Cops2
Ctnna2
Ppmel
Rpl23
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-13,98

-9,98

-12,74

-14,69

-15,61

-11,61

-10,12
-12,83
-15,51

-15,86

-15,62

-16,10
-11,71

-10,35

-9,98

-16,47

-15,97

-15,40

-15,64

-7,70
-11,29
-12,02
-13,56
-11,90

-15,86

-15,67
-13,47
-13,22
-13,54
-14,14
-15,99
-12,61
-15,66
-15,67

-13,05

-9,99

-12,31

-13,40

-15,40

-10,79

-9,95
-12,28
-15,11

-14,43

-14,10

-15,53
-11,00

-9,95

-9,54

-15,98

-13,68

-13,83

-14,62

-7,10
-11,15
-11,86
-13,43
-11,76

-14,07

-14,62
-12,20
-12,20
-14,25
-13,34
-15,34
12,14
-15,02
-13,04

-13,68

-9,74

-11,80

-12,52

-15,59

-11,38

-9,10
-12,02
-14,48

-13,27

-14,23

-13,76
-10,77

-9,82

-9,31

-15,96

-16,02

-15,03

-14,19

-6,97
-10,87
-11,26
-13,21
-11,41

-13,84

-14,78
-12,06
-12,30
-12,95
-13,39
-14,70
-12,09
-15,33
-12,91

-12,87

-10,56

-11,21

-12,27

-15,68

-11,87

-9,15
-12,21

-13,99

-14,87

-13,88

-9,96
-11,14

-8,97

-9,32

-13,73

-15,24

-13,23

-13,94

-6,57
-10,49
-11,38
-12,67
-11,51

-12,96

-14,34
-11,88
-12,14
-13,63
-12,66
-14,65
-11,75
-15,69
-12,48

1,15

0,40

0,79

0,99

1,63

1,50

0,64
0,94
1,07

0,33

1,58

1,48
0,62

0,56

0,63

0,80

1,52

1,11

0,69
0,30
0,21
0,42
0,42

1,06
0,99
0,66
0,25
0,62
0,90
1,12
0,86
1,44



Kinesin-like protein KIF1A

Catenin delta-2

Alpha-actinin-1

Protein lin-7 homolog C;Protein lin-7 homolog

A;Protein lin-7 homolog B

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic
subunit alpha isoform;Serine/threonine-protein
phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform
Importin-9
Disks large homolog 3
Glucose 1,6-bisphosphate synthase
Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
cAMP-dependent protein kinase type I-beta
regulatory subunit;cAMP-dependent protein
kinase type l-alpha regulatory subunit;cAMP-
dependent protein kinase type I-alpha regulatory
subunit, N-terminally processed
Huntingtin-interacting protein 1-related protein
Cofilin-1
Dynactin subunit 2
Ubiquitin thioesterase OTUB1
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated

protein 2

Calcium-dependent secretion activator 1

LIM and SH3 domain protein 1
Ras-related protein Ral-A
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa
regulatory subunit epsilon isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A alpha isoform
Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit
alpha
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5
Serine/threonine-protein kinase MARK1

Huntingtin-interacting protein 1

P33173;Q6
0575
035927
Q7TPR4
088952;Q8
JZS0;08895
1

P63330;P62
715

Q91YE6
P70175
Q8CAA7
Q80Tz3

P12849;Q9
DBC7

Q9JKY5
P18760
Q99KJ8
Q7TQI3

Q8BKX1

Q80TJ1;Q8
BYRS
Q61792
P63321
Q6NZJ6
Q99LB6

Q61151

Q76MZ3;Q
7TNP2

P21279

P56399
Q8VHI5
Q8VD75

Kifla

Ctnnd2
Actnl

Lin7c;Lin
7a;Lin7b

Ppp2ca;
Ppp2cb

Ipo9
Dig3
Pgm2I1

Dnajc6

Prkarlb;
Prkarla

Hiplr
Cfl1
Dctn2

Otubl

Baiap2

Cadps

Laspl
Rala
Eif4gl
Mat2b

Ppp2r5e

Ppp2rla

Gnaq

Usp5
Mark1

Hipl
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-13,27
-16,17

-12,02

-15,52

-14,84

-15,97
-15,35
-15,32
-13,85

-15,26

-15,36
9,34
-15,73
-11,25

-15,02

-12,62

-11,34
-13,90
-12,66
-16,28

-15,45

-11,41

-11,72

-11,92
-15,52
-15,95

-14,90
-15,45

-12,23

-15,64

-11,84

-14,62
-13,61
-12,80
-12,49

-15,61

-15,43
-8,73
-16,16

-11,11

-15,39

-12,43

-10,44
-14,94
-13,16
-15,27

-15,17

-10,86

-11,26

-11,43
-15,58
-14,18

-13,36
-15,31

-11,34

-15,90

-12,05

-15,45
-13,55
-13,86
-12,02

-15,21

-14,07
-8,56
-14,19
-11,11

-13,37

-12,31

-10,93
-13,48
-12,90
=il 23)

-13,60

-10,48

-11,39

-11,03
-13,17
-14,24

-12,88
-14,24

-11,51

-14,29

-11,41

-15,02
-12,55
-12,86
-11,63

-13,85

-15,91

-8,11
-13,35
-10,36

-13,81

-12,19

-8,67
-13,05
-12,39
-14,54

-14,32

-10,90

-11,01

-11,75
-13,94
-15,11

0,22
0,97

0,26

1,43

1,42

0,19
1,40
1,12
1,04

0,12

1,38
1,37
0,97
0,73

0,54

0,88

1,14
0,23
0,79
0,07

0,51

0,85

0,80

0,66
0,60
0,70



Protein names

Interleukin-1 beta
Synaptogyrin-1
Lipid phosphate phosphatase-related protein type
4
Destrin
Regulator of G-protein signaling 7;Regulator of G-
protein signaling 6
Microtubule-associated protein 2
Inactive phospholipase C-like protein 2
Serine/threonine-protein kinase MARK1
Dynactin subunit 2
Ganglioside-induced differentiation-associated
protein 1-like 1
ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosylation factor
3;ADP-ribosylation factor 2
Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine
kinase substrate
Dynamin-3
Cytoskeleton-associated protein 5

Niban-like protein 1

ADP-ribosylation factor 4
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7

Clathrin coat assembly protein AP180

Neuronal migration protein doublecortin
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9
Serine/threonine-protein kinase DCLK1
Unconventional myosin-lb
Ankyrin-3
Tubulin alpha-4A chain
Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated
protein 2
Reticulon-1
Large proline-rich protein BAG6
Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase

Src

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2
Catenin beta-1
Tubulin beta-4A chain
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa
regulatory subunit epsilon isoform
Peripheral plasma membrane protein CASK
Kinesin-like protein KIF2A
Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
homolog

Rho guanine nucleotide exchange factor 12

UniProt
KB
accession

numbers

P10749
055100
Q7TMEO

Q9ROP5
054829;Q9
Z2H2
P20357
Q8K394
Q8VHI5
Q99KJ8
Q8VE33

P84078;P61
205;Q8BSL7
Q9oL

Q8BZ98
A2AGTS
Q8R1F1

P61750
Q3UM45
Q61548;Q7
M6Y3
088809
035239
Q9JLM8
P46735
G5E8K5
P68368
Q8BKX1

Q8KOTO
Q9Z1R2
P05480;Q6
2270;Q922
K9;Q62190;
P16056
Q6PDLO
Q02248
Q9D6F9
Q61151

070589

P28740

Q62465

Q8R4H2

Gene
names

Syngrl
Lpprd

Dstn
Rgs7;Rgs
6
Map2
Plcl2
Mark1
Dctn2

Gdap1l1

Arfl;Arf
3;Arf2

Hgs

Dnm3
Ckap5
Fam129
b
Arf4
Ppp1r7
Snap91

Dcx
Ptpn9
Dclk1

Myolb
Ank3
Tubada

Baiap2

Rtnl
Bagb

Src

Dynclli2
Ctnnb1
Tubb4a

Ppp2r5e
Cask
Kif2a

Vatl

Arhgefl
2

161

LFQ
intensity
A

-16,46
-15,81
-16,12

-13,48
-17,46

-8,76
-17,07
-12,92
-17,39
-16,22

-15,09

-14,28

-15,76
-14,08
-16,70

-13,87
-16,86
-12,66

-12,97
-16,15
-9,53

-14,96
-14,96
-10,75
-13,42

-13,60
-15,74
-13,75

-16,25
-12,72
-10,96
-14,18

-12,81
-11,76

-13,73

-14,76

LFQ
intensity
B

-10,43
-12,78
-13,64

-12,25
-15,01

-8,53
-16,70
-13,70
-14,63
-14,36

-14,27

-13,20

-14,45
-13,44
-16,08

-13,18
-15,68
-12,64

-12,59
-16,66
-9,23
-13,83
-14,43
-10,78
-15,22

-13,23
-15,52
-13,78

-15,04
-12,39
-11,30
-14,95

-12,86
-11,16

-13,43

-14,60

LFQ
intensity
C

-10,15
-13,80
-13,62

12,11
-14,44

-7,94
-15,81
-13,34
-14,40
-14,34

-13,23

-13,58

-13,93
-13,09
-15,41

-12,29
-15,04
-12,06

-12,25
-15,63

-8,59
-13,96
-13,33

9,96
-13,78

-12,20
-14,71
-13,51

-14,14
-11,98
-10,40
-14,59

-12,52
11,24

-12,82

-14,53

LFQ
intensity
D

-9,63
-12,34
-13,29

-11,57

-13,95

-7,44
-14,70
-13,19
-15,96
-13,85

-13,24

-12,83

-13,95
-13,12
-15,72

-12,02
-14,84
-11,38

-11,53
-15,40
-8,33
-13,99
-13,56
-9,35
-12,77

-12,17
-14,61
-13,79

-16,30
-12,05
-10,19
-14,26

-12,26
-10,59

-12,99

-14,43

.Log p-
value
NMDA 7'
vs Ctrl
3,30

1,39
1,84

1,65
1,42

1,35
1,46
1,31
1,37
1,84

1,43

1,39

2,64
1,95
1,38

135
2,29
1,60
1,80
2,44
1,53
1,36

1,46
1,85
1,59

1,54
2,04
1,74

1,67



Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5
Catenin delta-1
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A alpha isoform
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
Ras-related protein Ral-A
E3 ubiquitin-protein ligase RNF213

Syntaxin-1B

Microtubule-actin cross-linking factor 1
Dual specificity protein phosphatase 3

Exocyst complex component 2

Protein names

Interleukin-1 beta
Nuclear protein localization protein 4 homolog

Dynamin-3
Ankyrin-3

Lipid phosphate phosphatase-related protein type

4
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 9
Clathrin heavy chain 1
Unconventional myosin-lb

Inactive phospholipase C-like protein 2

Kinesin-like protein KIF21B

Eukaryotic peptide chain release factor GTP-
binding subunit ERF3A;Eukaryotic peptide chain
release factor GTP-binding subunit ERF3B
Alpha-synuclein
Septin-6
Cytoskeleton-associated protein 5
Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine
kinase substrate
Ganglioside-induced differentiation-associated
protein 1-like 1
Microtubule-associated protein 2
Dihydropyrimidinase-related protein 2
Neuronal membrane glycoprotein M6-a
Microtubule-associated protein tau
Destrin
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
type IV
Rho-associated protein kinase 2
Peripheral plasma membrane protein CASK

CaM kinase-like vesicle-associated protein

P56399
P30999
Q76MZ3;Q
7TNP2
Q9JHU4
P63321
E9Q555
P61264;Q0
0262
Q9Qxzo
Q9D7X3
Q9D4H1

UniProt
KB
accession
numbers
P10749

P60670
Q8BZ98
GS5E8K5

Q7TMEO

035239
Q68FD5
P46735
Q8K394
Q9QXL1;B7
ZNGO;Q7M
624

Q8R050;Q1
49F3

055042
Q9R1T4
A2AGTS

Qo9Lis

Q8VE33

P20357
008553
P35802
P10637
Q9ROP5

P08414

P70336
070589
Q3UHL1

Usp5
Ctnnd1

Ppp2rla

Dynclhl
Rala
Rnf213
Stxlb

Macfl
Dusp3

Exoc2

Gene
names
111b
Nploc4
Dnm3

Ank3
Lpprd

Ptpn9
Cltc
Myolb
Plcl2

Kif21b

Gsptl;Gs
pt2

Snca
Sept6
Ckap5

Hgs

Gdap1l1

Map2
Dpysl2
Gpmé6a

Mapt

Dstn
Camk4

Rock2
Cask

Camkv

162

-11,55
-11,78
-11,12

-7,28
-13,80
-11,43
-11,53

-10,35
-13,68
-17,20

LFQ
intensity
A

-13,78
-16,09
-15,99
-14,44

-16,65

-15,80
-6,74
-14,93
-17,07

-12,52

-14,48

-17,13
-13,84
-15,13

-13,22

-17,25

8,32
7,22
-13,92
-13,55
-13,21

-16,84

-12,60
-12,62
-11,00

-11,54
-12,01
-10,93

-7,06
-14,24
-11,25
-11,39

-10,15
-14,29
-14,59

LFQ
intensity
B

-9,88
-14,71
-13,60
-15,18

-13,10

-15,71
-6,52
-14,51
-15,34

-11,64

-13,66

-11,97
-13,60
-13,09

-12,17

-13,49

-7,70
-6,88
-11,21
-10,88
-11,47

-14,04

-12,43
-12,05
-10,79

-11,33
-11,41

-10,77

-6,95
-13,95
-11,03
-10,99

-9,81
-13,66
-13,85

LFQ
intensity
C

-10,44
-15,39
-13,32
-13,77

-13,16

-15,69
-6,93
-14,62
-14,49

-12,44

-15,28

-13,24
-13,79
-12,95

-12,89

-13,67

-7,54
-7,55
-12,59
-13,32
-12,11

-15,17

-12,45
-12,21
-10,66

-10,86
-11,38
-10,59

-6,90
-14,02
-11,20
-11,11

-9,68
-13,56
-16,41

LFQ
intensity
D

-9,99
-14,41
-13,61
-13,41

-13,33

-15,01
-6,56
-14,08
-14,02

-12,01

-13,35

-12,39
-13,26
-12,87

-12,31

-15,91

-6,99
-6,47
11,73
-11,19
-11,45

-14,12

-12,18
-12,43
-10,11

1,31
1,48
1,33

1,66
1,35
3,16
1,61

1,64
1,45

1,83

-Log p-
value
NMDA 15'
vs Ctrl
3,46

2,75
1,47

1,74

2,38

2,00

1,95
1,96
1,42

1,95

1,70

1,70
1,68
1,67



Synaptophysin
Tubulin-folding cofactor B
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D
Gephyrin;Molybdopterin
adenylyltransferase;Molybdopterin

molybdenumtransferase
Clathrin coat assembly protein AP180

Coronin-1B
Serine/threonine-protein kinase DCLK1
Catenin beta-1
Abl interactor 2

Synaptogyrin-1
Alpha-actinin-4

Tubulin alpha-4A chain
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit

alpha
Niban-like protein 1

Dihydropyrimidinase-related protein 3
Heat shock protein 105 kDa
Catenin delta-1
Drebrin-like protein
Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic
Regulator of G-protein signaling 7;Regulator of G-
protein signaling 6
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7
Neuronal migration protein doublecortin
Thimet oligopeptidase
SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 3
COP9 signalosome complex subunit 2
Catenin alpha-2

Protein phosphatase methylesterase 1
Kinesin-like protein KIF1A

Catenin delta-2

Alpha-actinin-1

Protein lin-7 homolog C;Protein lin-7 homolog

A;Protein lin-7 homolog B

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic
subunit alpha isoform;Serine/threonine-protein
phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform
Importin-9
Disks large homolog 3
Glucose 1,6-bisphosphate synthase
Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
cAMP-dependent protein kinase type I-beta
regulatory subunit;cAMP-dependent protein
kinase type I-alpha regulatory subunit;cAMP-
dependent protein kinase type I-alpha regulatory

subunit, N-terminally processed

Q62277
Q9D1E6
Q9CR16

Q8BUV3

Q61548;Q7
M6Y3
Q9WUM3
QoJLM8
Q02248
P62484
055100
P57780;08
8990
P68368

P05132

Q8R1F1

Q62188
Q61699
P30999
Q62418
Q8BMJ2
054829;Q9
Z2H2
Q3um45
088809
Q8C1A5
Q812A2
P61202
Q61301
Q8BVQ5
P33173;Q6
0575
035927
Q7TPR4
088952;Q8
JZS0;08895
1

P63330;P62
715

Q91YE6
P70175
Q8CAA7
Q80TZ3

P12849;Q9
DBC7

Syp
Thcb
Ppid

Gphn

Snap91

Corolb
Dclk1
Ctnnb1l
Abi2

Syngrl
Actn4
Tubada
Prkaca

Fam129
b
Dpysli3
Hsphl
Ctnnd1
Dbnl
Lars
Rgs7;Rgs
6
Ppplr7
Dcx
Thop1
Srgap3
Cops2
Ctnna2

Ppmel
Kifla

Ctnnd2
Actnl

Lin7c;Lin
7a;Lin7b

Ppp2ca;
Ppp2cb

Ipo9
Dlg3
Pgm2I1

Dnajc6

Prkarib;
Prkarla

163

-12,51
-15,08
-15,56

-13,42

-11,86

-13,84
-9,14
-12,35
-16,32
-14,79

-10,47

-9,93

-14,01

-15,79

-6,85
-10,97
-11,37
-14,84
-11,47

-14,35

-15,20
-12,24
-15,53
-12,89
-14,80
-11,93
-16,20

-13,74
-15,12

-12,21

-15,52

-12,72

-15,87
-13,97
-13,86
-11,97

-14,53

-9,42
-14,41

-12,67

-13,16

-11,60

-12,87
-8,55
-12,54
-13,54
-10,43

-9,94

-9,74

-13,52

-14,69

-6,48
-11,19
-11,58
-12,50
-11,15

-13,82

-14,57
-11,32
-15,74
-12,40
-14,54
-11,84
-14,51

-12,50
-13,78

-12,48

-14,95

-12,30

-16,21
-12,46
-13,60
-11,58

-17,08

-10,89
-14,19
-15,44

-13,17

-11,93

-12,86
-8,63
-11,97
-14,05
-11,89

-10,48

-9,47

-13,81

-15,38

-6,96
-10,94
-10,90
-13,46
-11,08

-13,70

-14,70
-11,37
-15,13
-12,46
-14,80
-12,69
-14,81

-12,85
-14,97

-12,11

-16,13

-12,32

-16,69
-13,87
-13,52
-11,90

-13,50

-10,23
-13,87
-13,34

-12,46

-11,40

-12,60
-8,22
-11,62
-13,76
-11,36

-9,59

-9,55

-13,88

-14,37

-6,48
-10,83
-11,38
-12,83
-11,39

-14,00

-14,62
-11,28
-13,60
-12,15
-14,22
-11,55
-14,47

-12,88
-13,97

-11,47

-12,93

-12,29

-14,49
-12,37
-13,32
-11,55

-14,20

1,47
1,66
1,65

1,65

1,64

1,63
1,46
1,49
1,59

1,54

1,48

1,52

1,50

1,49
1,48
1,42
1,48
1,48

1,48

1,47
1,47
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45

1,44

1,44

1,44

1,44

1,42
1,38
1,40
1,39

1,39



Ubiquitin thioesterase OTUB1 Q7TQI3 Otub1l -10,82 -10,12 -11,22 -10,88 1,36
Q80TJ1;Q8

Calcium-dependent secretion activator 1 Cadps -12,37 -11,83 -11,97 -11,83 1,35
BYRS

LIM and SH3 domain protein 1 Q61792 Laspl -10,98 -9,40 -10,26 -9,92 1,35
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 Q6NZI6 Eifagl -16,23 -13,04 -12,68 -12,81 1,35
Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta Q99LB6 Mat2b -14,81 -16,86 -15,38 -14,52 1,34

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit
P21279 Gnaq -11,57 -11,48 -11,89 -11,34 1,32

alpha

Huntingtin-interacting protein 1 Q8VD75 Hipl -14,78 -14,40 -14,77 -14,74 1,30

Tableau 10 : Liste des protéines co-immunoprécipitées avec I’IL-13-APEX2

Ces tableaux communiquent des informations détaillées sur les protéines statistiquement enrichies avec
I’TIL-1B-APEX2 en comparant la condition contréle (notée Ctrl) avec la condition AP5 (tableau gris),
NMDA 7 min (tableau bleu) et NMDA 15 min (tableau vert). Sont présentés le nom de la protéine, le
numéro d’accession UniProtKB, le nom du gene, le -log10 (p-value) du test de Student de la différence
d’intensité MS dans I’IP de la condition AP5, NMDA 7 min et NMDA 15 min vs Ctrl et ’intensité de
quantification sans marquage (LFQ intensity) qui représente l’intensité du signal spectrométrique
mesurée pour chaque protéine exprimée.

L’analyse de I’enrichissement des ontologies géniques (GO) identifie les voies et processus
biologiques significativement enrichis pour une liste de génes donnée et permet de replacer
I’analyse protéine-protéine dans des mécanismes biologiques globaux, ou détaillés dans la
littérature. Ainsi, ’analyse des annotations GO des protéines identifiées permet de rechercher
des enrichissements pour les fonctions moléculaires (MF), les processus biologiques (BP), les
localisations cellulaires (CC) et les voies de signalisations contenues dans la base de données
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Les enrichissements GO des interacteurs
de I’IL-1B neuronale, présentés en tableau 11, ont été obtenus par comparaison de chaque

protéine avec la base de données Mus musculus.

9.2.2.1.1. Les enrichissements GO de fonction moléculaire (GO:MF)

L’annotation fonctionnelle met en évidence un enrichissement en terme GO de fonction
moléculaire (GO:MF ; tableau 11) pour deux groupes principaux de protéines. Pour les
conditions de stimulations au NMDA, nous retrouvons des protéines du cytosquelette (NMDA
7°, «structural constituent of cytoskeleton » : p=0.017 ; NMDA 15°, «actin filament
binding » : p= 1.505-06). Pour la condition NMDA 15°, des protéines synaptiques sont
spécifiquement retrouvées (« structural constituent of post synapse » : p=1.255-04 ; « structural
constituent of synapse » : p=4.595-04). Enfin, pour les 3 conditions, le deuxiéme grand groupe
de fonctions identifiées est centré sur des protéines impliquées dans la signalisation des
récepteurs métabotropiques du glutamate (AP5, « GTPase activity » : p=2.095-06 ; «GTP
binding » : p=5.805-06 ; NMDA 7°, «guanyl nucleotide binding» : p=5.785-05; « GTP
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binding » : p=2.295-05 ; NMDA 15°, « protein phosphatase binding » : p=1.745-03 ; « protein
phosphatase 2A binding » : p=4.105-02). La présence de protéines du cytosquelette suggére que
la cytokine est transportée vers la post-synapse. L’identification des protéines appartenant a des
voies de signalisations médiées par les récepteurs métabotropiques du glutamate nous apporte
aussi une identification potentielle de la signalisation a étudier qui pourrait étre impliquée dans

la maturation de I’IL-1p.

Source ‘ Term name P-value Intersections

Condition AP-5

GO:MF syntaxin-1 binding 7,07E-10 SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C
GO:MF SNARE binding 1,84E-09 SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
GO:MF syntaxin binding 3,02E-07 SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C
GO:MF GTPase activity 2,09E-06 ARF1,ARF3,ARF2,DNM3,GSPT1,GSPT2
GO:MF GTP binding 5,80E-06 ARF1,ARF3,ARF2,DNM3,GSPT1,GSPT2,PIP4K2B
GO:MF microtubule binding 4,32E-04 KIF2A,KIF21B,SNCA,DNM3

GO:MF tubulin binding 1,76E-03 KIF2A,KIF21B,SNCA,DNM3

GO:MF PDZ domain binding 3,60E-03 LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3

GO:MF microtubule motor activity 1,30E-02 KIF2A,KIF21B

GO:MF protein N-terminus binding 1,80E-02 SNCA,SNAP25,UNC13A

GO:MF thiol-dependent deubiquitinase 1,80E-02 USP4,USP11,USP15

GO:MF deubiquitinase activity 1,85E-02 USP4,USP11,USP15

GO:MF omega peptidase activity 2,33E-02 USP4,USP11,USP15

GO:MF ubiquitin-like protein-specific protease activity 2,74E-02 USP4,USP11,USP15

GO:MF cytoskeletal motor activity 3,81E-02 KIF2A,KIF21B

Condition NMDA 7 min

GO:MF GTP binding 2,29E-05 ARF4,TUBB4A,TUBA4A,ARF1,ARF3,ARF2,RALA
GO:MF guanyl ribonucleotide binding 5,61E-05 ARF4,TUBB4A, TUBA4A,ARF1,ARF3,ARF2,RALA
GO:MF guanyl nucleotide binding 5,78E-05 ARF4,TUBB4A,TUBA4A,ARF1,ARF3,ARF2,RALA
GO:MF cytoskeletal motor activity 1,06E-02 KIF2A,MYO1B,DYNC1H1

GO:MF structural constituent of cytoskeleton 1,79E-02 ANK3,TUBB4A, TUBA4A

GO:MF cell adhesion molecule binding 4,43E-02 1L1B,ANK3,CTNNB1,SRC

GO:MF nucleoside-triphosphatase activity 4,77E-02 RNF213,DNM3,KIF2A

Condition NMDA 15 min

GO:MF actin filament binding 1,50E-06 MYO1B,DSTN,CORO1B,ACTN4,DBNL,CTNNA2,ACTN1,LA
SP1,HIP1

GO:MF structural constituent of postsynapse 1,25E-04 GPHN,DNM3,ACTN1,DLG3

GO:MF structural constituent of synapse 4,59E-04 GPHN,DNM3,ACTN1,DLG3

GO:MF protein phosphatase binding 1,74E-03 MAPT,CTNNB1,PPME1,PPP2CA,CTNND1,DLG3

GO:MF heat shock protein binding 2,31E-03 CLTC,SNCA,MAPT,PPID

GO:MF cytoskeletal regulatory protein binding 5,89E-03 MAP2,ACTN1

GO:MF transmembrane transporter binding 6,60E-03 ANK3,ACTN4,CTNNB1,ACTN1,PPP2CA

GO:MF protein phosphatase 2A binding 4,10E-02 MAPT,PPME1,PPP2CA

Tableau 11 : Liste des enrichissements GO : MF de I’IP IL-1B-APEX2
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Tableaux d’enrichissements des termes GO :MF les plus significatifs dans les conditions AP5 (tableau
gris), NMDA 7’ (tableau bleu) et NMDA 15’ (tableau vert) vs Ctrl. Chaque tableau regroupe la fonction
associée aux termes (Sources), le nom des termes, la p-value ainsi que les protéines identifiées qui sont
regroupées dans chaque terme (intersections). Les termes sont classés en fonction de leur significativité.

9.2.2.1.2. Les enrichissements GO de processus biologiques (GO:BP)

De la méme maniere que la section précédente, 1’enrichissement en termes GO de processus
biologiques (GO:BP, tableau 12) met en évidence un groupe de protéines impliquées dans le
transport des protéines et 1’exocytose vésiculaire et ce, dans les 3 conditions: AP5,
« neurotransmitter  secretion : p=1.925-12; «exocytosis»: p=2.395-12; « regulated
exocytosis » :  p=1.475-09; NMDA 7°, «synaptic vesicle transport»: p=1.71F-03;
« exocytosis » : p=4.795-03; NMDA 15 ¢, «synaptic vesicle transport»: p=1.72E-05;
« glutamate secretion » : p=5.635-04). Ces processus donnent de potentielles indications sur le
mode de transport et de libération de I’IL-1 par les neurones. D’apres les données, il est tout a
fait possible que la cytokine soit libérée par les neurones, via un processus d’exocytose. Ce
phénomene pourrait étre lié & la libération de neurotransmetteurs. Pour vérifier cette hypothése,
il faudrait réaliser des marquages immunocytochimiques de I’IL-1f et des protéines présentes
au sein ou a la membrane des vésicules synaptiques de sécrétion. Bien que les mécanismes de
libération de I’IL-1f dans les cellules immunitaires soient encore controversés, le dogme actuel
est que cette cytokine est cytoplasmique. Les neurones présentant un mécanisme de production

d’IL-1p atypique, il est possible que cette cytokine suive une sécrétion de type vésiculaire.

Source ‘ Term name P-value Intersections

Condition AP-5

SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,LIN

GO:BP neurotransmitter secretion 1,92E-12
7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,LIN
GO:BP signal release from synapse 1,92E-12
7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,ARF1,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX
GO:BP exocytosis 2,39E-12
1B,SYNGR1,LIN7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,ARF1,DNM3,SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,P
GO:BP vesicle organization 1,40E-11
IP4K2B,PIP4K2A,STX1B
GO:BP synaptic vesicle priming 2,72E-11 SNCA,SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,LIN
GO:BP neurotransmitter transport 2,92E-11
7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,LIN
GO:BP regulation of neurotransmitter levels 4,10E-11
7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,ARF1,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX
GO:BP regulated exocytosis 1,47E-09

1B,SYNGR1
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GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP

GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP

calcium ion-regulated exocytosis of neurotransmitter

synaptic vesicle cycle

synaptic vesicle exocytosis

vesicle-mediated transport in synapse

calcium-ion regulated exocytosis

exocytic process

positive regulation of secretion by cell

regulation of synaptic plasticity

positive regulation of secretion

regulation of short-term neuronal synaptic plasticity
establishment or maintenance of epithelial cell
apical/basal polarity
regulation of neuronal synaptic plasticity
establishment or maintenance of bipolar cell polarity
establishment or maintenance of apical/basal cell
polarity
vesicle fusion
vesicle docking involved in exocytosis
organelle membrane fusion
organelle fusion
synaptic vesicle transport
receptor internalization
vesicle docking
membrane fusion
synaptic vesicle localization
organelle localization by membrane tethering
establishment or maintenance of cell polarity
receptor metabolic process
regulation of lipid metabolic process
membrane docking
synaptic vesicle recycling
maintenance of cell polarity
receptor-mediated endocytosis
synaptic vesicle membrane organization
regulation of exocytosis
positive regulation of neurotransmitter secretion
positive regulation of neurotransmitter transport
presynaptic endocytosis
synaptic vesicle endocytosis
regulation of long-term neuronal synaptic plasticity
negative regulation of insulin receptor signaling
pathway
regulation of postsynaptic membrane neurotransmitter
receptor levels
regulation of neurotransmitter secretion

neuromuscular junction development

6,38E-09

9,11E-09

1,86E-08

2,19E-08

2,88E-08
8,47E-08

3,81E-07

4,49E-07

1,18E-06

3,46E-06

4,05E-06

4,18E-06
8,55E-06

8,55E-06

2,97E-05
3,09€-05
3,61E-05
1,29E-04
1,43E-04
1,49E-04
1,58E-04
3,23€-04
4,226-04
5,01E-04
5,03€-04
6,51E-04
6,59E-04
8,22€-04
8,22E-04
1,72€-03
2,13€-03
2,14E-03
2,37€-03
2,38E-03
3,65E-03
3,80€-03
3,80€-03
4,17€-03

4,62E-03

4,87E-03

4,94E-03
5,34E-03

SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,DNM3,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,ST
X1B
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,DNM3,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,ST
X1B
ARF1,SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
IL1B,SNCA,ARF1,SNAP25,UNC13B,UNC13A,PTPN23,STX
1B
SNCA,ARF1,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,SYN
GR1,CFL1
IL1B,SNCA,ARF1,SNAP25,UNC13B,UNC13A,PTPN23,STX
1B
SYP,UNC13B,UNC13A,SYNGR1

LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3,ARF4

SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,SYNGR1
LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3,ARF4

LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3,ARF4

SNCA,SNAP25,PIP4K2B,PIPAK2A,STX1B
UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,SNAP25,PIP4K2B,PIPAK2A,STX1B
SNCA,SNAP25,PIP4K2B,PIP4K2A,STX1B
SNCA,ARF1,DNM3,LIN7A
SNCA,ARF1,DNM3,SNAP25
UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,SNAP25,PIP4K2B,PIP4K2A,STX1B
SNCA,ARF1,DNM3,LIN7A
UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3,CFL1,ARF4
SNCA,ARF1,DNM3,SNAP25
IL1B,RNF213,SNCA,ARF1,PIP4K2B,PIP4K2A
UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
SNCA,DNM3,SYP,STX1B
LIN7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,ARF1,DNM3,SNAP25
SNAP25,STX1B,SYNGR1
SNCA,ARF1,SYP,UNC13B,STX1B
SNCA,UNC13A,STX1B
SNCA,UNC13A,STX1B
SNCA,DNM3,SYP
SNCA,DNM3,SYP
SNCA,SYP,SYNGR1

IL1B,PIP4K2B,PIP4K2A

DNM3,SNAP25,STX1B,DLG3

SNCA,SYP,UNC13A,STX1B
UNC13B,UNC13A,UNC13C



negative regulation of cellular response to insulin

GO:BP 6,43E-03 IL1B,PIP4K2B,PIP4K2A
stimulus
GO:BP regulation of neurotransmitter transport 7,83E-03 SNCA,SYP,UNC13A,STX1B
GO:BP postsynapse organization 8,26E-03 ARF1,DNM3,DLG3,CFL1,ARF4
GO:BP regulation of glutamate secretion 1,08E-02 IL1B,SNCA
GO:BP glutamate secretion 1,85E-02 IL1B,SNCA
GO:BP lipid storage 2,03E-02 IL1B,RNF213
GO:BP dendritic spine development 2,49E-02 ARF1,DNM3,CFL1,ARF4
GO:BP regulation of synapse structure or activity 2,52E-02 SNCA,DNM3,STX1B,CFL1,ARF4
GO:BP establishment of vesicle localization 2,70E-02 SNCA,ARF1,DNM3
GO:BP positive regulation of exocytosis 2,74E-02 SNCA,ARF1,UNC13B
GO:BP negative regulation of amine transport 2,84E-02 IL1B,SNCA
GO:BP maintenance of location 3,27E-02 IL1B,RNF213,SNCA
GO:BP vesicle localization 3,69E-02 SNCA,ARF1,DNM3
GO:BP regulation of insulin receptor signaling pathway 3,96E-02 IL1B,PIP4K2B,PIP4K2A
GO:BP regulation of cellular response to insulin stimulus 4,13E-02 IL1B,PIP4K2B,PIPAK2A
GO:BP protein localization to cell periphery 4,28E-02 SNAP25,STX1B,LIN7C,LIN7A,LIN7B
GO:BP positive regulation of ion transport 4,55E-02 IL1B,SNCA,ARF1
GO:BP synaptic transmission, glutamatergic 4,58E-02 UNC13B,UNC13A,UNC13C
GO:BP regulation of amino acid transport 4,60E-02 IL1B,SNCA
Condition NMDA 7 min
DNM3,MYO1B,DYNC1H1,CTNNB1,ARF1,HGS,DCTN2,M
GO:BP establishment of vesicle localization 3,19E-07
AP2
DNM3,MYO1B,DYNC1H1,CTNNB1,ARF1,HGS,DCTN2,MA
GO:BP vesicle localization 7,93E-07 02
DNM3,ARF4,DCLK1,CASK,ARF1,BAIAP2,MAP2,DCX,MAR
GO:BP dendrite development 8,17E-06 ‘1
DNM3,MYO1B,DYNC1H1,CTNNB1,ARF1,HGS,DCTN2,MA
GO:BP establishment of organelle localization 1,04E-04
P2,MARK1
GO:BP Golgi vesicle transport 1,34E-03 ANK3,EXOC2,MYO1B,ARF4,ARF1,ARF3
GO:BP synaptic vesicle transport 1,71E-03 DNM3,CTNNB1,ARF1,MAP2
GO:BP dendritic spine development 2,69E-03 DNM3,ARF4,CASK,ARF1,BAIAP2
GO:BP exocytosis 4,79E-03 EXOC2,STX1B,CASK,ARF1,HGS,SYNGR1,RALA
GO:BP synaptic vesicle localization 5,00E-03 DNM3,CTNNB1,ARF1,MAP2
GO:BP regulation of exocytosis 5,64E-03 EXOC2,STX1B,CASK,ARF1,HGS,RALA
GO:BP regulation of dendritic spine development 1,46E-02 DNM3,CASK,ARF1,BAIAP2
GO:BP positive regulation of secretion by cell 2,02E-02 IL1B,EXOC2,STX1B,CASK,ARF1,HGS
GO:BP maintenance of location 2,13E-02 IL1B,RNF213,ANK3
GO:BP post-Golgi vesicle-mediated transport 2,28E-02 ANK3,EXOC2,MYO1B
GO:BP dendrite morphogenesis 2,58E-02 DNM3,DCLK1,CASK,BAIAP2,DCX
GO:BP lipid storage 2,82E-02 IL1B,RNF213
GO:BP dendritic spine organization 2,88E-02 DNM3,CASK,ARF1,BAIAP2
GO:BP postsynapse organization 2,90E-02 DNM3,ARF4,CASK,ARF1,BAIAP2
GO:BP dephosphorylation 3,14E-02 PTPN9,SRC,DUSP3,PPP1R7,PPP2R5E,PPP2R1A
GO:BP neuron projection organization 3,89E-02 DNM3,CASK,ARF1,BAIAP2
GO:BP positive regulation of secretion 4,58E-02 IL1B,EXOC2,STX1B,CASK,ARF1,HGS
Condition NMDA 15 min
GO:BP establishment of vesicle localization 2,40E-07 MYO1B,SNCA,HGS,MAP2,DPYSL2,ACTN4,CTNNB1,DNM
3
GO:BP vesicle localization 5,96E-07 MYO1B,SNCA,HGS,MAP2,DPYSL2,ACTN4,CTNNB1,DNM
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GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP

GO:BP

GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP
GO:BP

synaptic vesicle transport
dendrite morphogenesis
synaptic vesicle localization
regulation of glutamate secretion
glutamate secretion
presynaptic endocytosis
synaptic vesicle endocytosis
neuron projection extension
hyaluronan biosynthetic process
cell-cell junction assembly
regulation of amino acid transport
regulation of microtubule cytoskeleton organization
synaptic vesicle recycling
neuron migration
transferrin transport
regulation of dendritic spine morphogenesis
hyaluronan metabolic process
axon extension
acidic amino acid transport
regulation of microtubule polymerization
cell-cell junction organization
dendritic spine morphogenesis
regulation of organic acid transport
signal release from synapse
neurotransmitter secretion
dicarboxylic acid transport
regulation of defense response to virus
negative regulation of platelet-derived growth factor
receptor signaling pathway
regulation of Arp2/3 complex-mediated actin
nucleation
synapse assembly
glycosaminoglycan biosynthetic process
microtubule polymerization
regulation of anion transport
regulation of amine transport
positive regulation of neuron death
aminoglycan biosynthetic process
regulation of cell size
regulation of microtubule polymerization or
depolymerization
dendritic spine organization
amine transport
postsynapse organization
negative regulation of microtubule polymerization
negative regulation of cell projection organization
regulation of long-term neuronal synaptic plasticity
actin filament bundle assembly
synaptic vesicle exocytosis
neuron projection organization

mucopolysaccharide metabolic process

1,72E-05
6,52E-05
6,73E-05
2,46E-04
5,63E-04
9,94E-04
9,94E-04
1,42E-03
1,50E-03
1,65E-03
1,83E-03
1,96E-03
2,02E-03
2,21E-03
2,31E-03
3,37E-03
4,87E-03
5,94E-03
6,00E-03
6,30E-03
8,08E-03
8,67E-03
9,63E-03
1,01E-02
1,01E-02
1,35E-02
1,42E-02

1,52E-02

1,56E-02

1,86E-02
1,91E-02
2,11E-02
2,34E-02
2,34E-02
2,37E-02
2,55E-02
2,56E-02

2,65E-02

2,69E-02
2,70E-02
2,70E-02
3,03E-02
3,15E-02
3,28E-02
3,41E-02
3,56E-02
3,63E-02
3,64E-02

SNCA,MAP2,DPYSL2,CTNNB1,DNM3
CASK,ABI2,DBNL,DCX,DNM3,DCLK1,CTNNA2
SNCA,MAP2,DPYSL2,CTNNB1,DNM3
IL1B,SNCA,DPYSL2
IL1B,SNCA,DPYSL2
CLTC,SNCA,DNM3,SYP,DNAJC6
CLTC,SNCA,DNM3,SYP,DNAIC6
MAP2,MAPT,CTNNB1,DBNL,DCX,DCLK1
IL1B,CLTC
IL1B,ABI2,ACTN4,PRKACA,CTNNB1
IL1B,SNCA,DPYSL2
CLTC,SNCA,MAP2,MAPT,HSPH1
CLTC,SNCA,DNM3,SYP,DNAIC6
GPM6A,MAPT,CTNNB1,DCX,DCLK1,CTNNA2
CLTC,MYO1B
CASK,ABI2,DBNL,DNM3
IL1B,CLTC
MAP2,MAPT,DBNL,DCX,DCLK1
IL1B,SNCA,DPYSL2
SNCA,MAP2,MAPT
IL1B,ABI2,ACTN4,PRKACA,CTNNB1
CASK,ABI2,DBNL,DNM3
IL1B,SNCA,DPYSL2
SNCA,CASK,PRKACA,SYP,LIN7C,CADPS
SNCA,CASK,PRKACA,SYP,LIN7C,CADPS
IL1B,SNCA,DPYSL2
IL1B,NPLOC4

SNCA,HGS

CORO1B,ABI2,CTNNA2

SNCA,GPM6A,MAPT,DBNL,DNM3,EIF4G1
IL1B,CLTC
SNCA,MAP2,MAPT
IL1B,SNCA,DPYSL2
IL1B,SNCA,DPYSL2
IL1B,SNCA,MAPT,CTNNB1
IL1B,CLTC
MAP2,MAPT,DBNL,LARS,DCX

SNCA,MAP2,MAPT

CASK,ABI2,DBNL,DNM3
IL1B,SNCA,DPYSL2
CASK,GPHN,ABI2,DBNL,DNM3
SNCA,MAP2
PTPN9,MAP2,CORO1B,DPYSL3,DNM3
SNCA,SYNGR1,SYP
MYO1B,CORO1B,ACTN4,DPYSL3,ACTN1
SNCA,CASK,PRKACA,SYP,CADPS
CASK,ABI2,DBNL,DNM3
IL1B,CLTC



GO:BP actin filament bundle organization 3,74E-02 MYO1B,CORO1B,ACTN4,DPYSL3,ACTN1

GO:BP positive regulation of filopodium assembly 4,46E-02 GPM®6A,DPYSL3,DNM3
GO:BP response to magnesium ion 4,54E-02 SNCA,ANK3
GO:BP regulation of postsynapse organization 4,97E-02 CASK,ABI2,DBNL,DNM3

Tableau 12 : Liste des enrichissements GO : BP de I’IP IL-13-APEX2

Tableaux d’enrichissements des termes GO : BP les plus significatifs dans les conditions AP5 (tableau
gris), NMDA 7’ (tableau bleu) et NMDA 15’ (tableau vert) vs Ctrl. Chaque tableau regroupe la fonction
associée aux termes (Sources), le nom des termes, la p-value ainsi que les protéines identifiées qui sont
regroupées dans chaque terme (intersections). Les termes sont classés en fonction de leur significativité.

9.2.2.1.3. Les enrichissements GO de localisation cellulaire (GO:CC)

Les annotations de localisation cellulaire (GO:CC, tableau 13) révelent un fort enrichissement
au niveau de la post-synapse des neurones et des épines dendritiques et ce, dans les 3 conditions
analysées (AP5, « postsynaptic density » : p=4.025-09 ; « dendritic spine » : p=3.035-02 ;
NMDA 7°, « postsynaptic density : p=5.485-05 ; « postsynaptic specialization, intracellular
component » : p=5.695-03 ; NMDA 15°, « postsynaptic density, intracellular component » :
p=1.615-04 ; « Schaffer collateral - CA1 synapse » : p=1.605-03 ; « dendritic spine » : p=1.79-
02). Ceci conforte les résultats obtenus dans la section 2 qui relient une stimulation des
récepteurs NMDA et une forte activité neuronale & la maturation de I’IL-1p. Néanmoins, il
apparait que la localisation de la cytokine ne soit pas exclusivement réservée a la post-synapse
puisqu’un enrichissement pour d’autres compartiments neuronaux a été révélé (APS, « cell
cortex » : p=5.375-04, « growth cone » : p=2.555-02; NMDA 7°, «cytoplasmic region :
p=1.045-02, « nuclear lamina » : p=2.035-02 ; NMDA 15°, « growth cone » : p= 6.355-09,
« nuclear periphery » : p=1.965-02, « cell cortex region » : p=3.455-02). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus dans la section 8.3.2.3 lors de I’analyse de la localisation subcellulaire
de I’'IL-1B, dont I’enrichissement en éléments post-synaptiques sous-tend une expression
préférentielle de cette cytokine dans les epines dendritiques. En complément de 1’analyse
protéomique et de I’analyse de la localisation subcellulaire de I’'IL-1f avec des images prises
sur un microscope apotome, il conviendrait de réitérer I’expérience, cette fois-ci en utilisant
une microscopie a plus haute résolution telle que le STORM (STochastic Optical
Reconstruction Microscopy) ou le STED (Stimulated Emission Depletion microscopy)
permettant de distinguer 2 protéines & 100-150 nm d’intervalle (contre 500 a 700 nm pour de la
microscopie classique), afin de confirmer ou d’infirmer les hypothéses relatives a la localisation

de la cytokine dans les neurones.
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Source ‘ Term name P-value Intersections
Condition AP-5
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,SY
GO:CC transport vesicle 1,51E-11
NGR1,LIN7C,LIN7A,LIN7B
SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,SYNGR1,LIN7C,LIN
GO:CC transport vesicle membrane 4,37E-11
7A,LIN7B
ARF1,DNM3,SYP,RPL23,LIN7C,LIN7A,LIN7B,PPP2CA,DLG
GO:CC postsynaptic density 4,02E-09
3,HIP1R
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,SY
GO:CC synaptic vesicle 4,21E-09
NGR1
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,SY
GO:CC exocytic vesicle 7,74E-09
NGR1
GO:CC presynaptic active zone 1,99E-08 SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
GO:CC neuromuscular junction 3,46E-08 SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B,SYNGR1
GO:CC terminal bouton 4,43E-08 SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,PPP2CA
SNCA,SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,PPP2CA,D
GO:CC distal axon 9,52E-08
LG3,CFL1
GO:CC exocytic vesicle membrane 2,41E-07 SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,SYNGR1
GO:CC synaptic vesicle membrane 2,41E-07 SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,SYNGR1
GO:CC presynaptic membrane 1,95E-06 SNAP25,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
GO:CC axon terminus 5,63E-06 SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,PPP2CA
GO:CC neuron projection terminus 1,07E-05 SNCA,SYP,UNC13B,UNC13A,UNC13C,PPP2CA
GO:CC calyx of Held 1,09E-04 UNC13B,UNC13A,UNC13C
GO:CC cell cortex region 4,68E-04 UNC13B,UNC13A,UNC13C
GO:CC cell cortex 5,37E-04 SNCA,UNC13B,UNC13A,UNC13C,HIP1R,CFL1
GO:CC neuron spine 1,59E-03 DNM3,SYP,HIP1R,CFL1,ARF4
GO:CC excitatory synapse 1,87E-03 SYP,UNC13A,UNC13C
GO:CC bicellular tight junction 3,39E-03 LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3
GO:CC tight junction 4,48E-03 LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3
GO:CC photoreceptor inner segment 5,30E-03 DNM3,SNAP25,PIP4K2A
GO:CC apical junction complex 6,57E-03 LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3
GO:CC autophagosome 1,22E-02 IL1B,PIP4K2B,PIP4K2A
GO:CC growth cone 2,55E-02 SNCA,SNAP25,DLG3,CFL1
GO:CC site of polarized growth 2,89E-02 SNCA,SNAP25,DLG3,CFL1
GO:CC dendritic spine 3,03E-02 DNM3,HIP1R,CFL1,ARF4
GO:CC postsynaptic density membrane 3,52E-02 LIN7C,LIN7A,LIN7B
GO:CC basolateral plasma membrane 3,67E-02 LIN7C,LIN7A,LIN7B,DLG3
GO:CC ruffle membrane 3,91E-02 HIP1R,CFL1,ARF4
Condition NMDA 7 min
GO:CC postsynaptic density 5,49E-05 DNM3,DCLK1,CTNNB1,SRC,CASK,ARF1,BAIAP2, MAP2
GO:CC asymmetric synapse 6,20E-05 DNM3,DCLK1,CTNNB1,SRC,CASK,ARF1,BAIAP2, MAP2
GO:CC microtubule 2,25E-04 DNM3,KIF2A,DYNC1H1,TUBB4A, TUBA4A,BAIAP2,DCX
GO:CC synaptic membrane 8,57E-04 DNM3,ANK3,STX1B,CTNNB1,CASK,RGS7,BAIAP2
GO:CC cell leading edge 1,01E-03 ARF4,CTNNB1,SRC,ARF1,ARF2,BAIAP2, MAP2
GO:CC microtubule associated complex 1,07E-03 DYNC1LI2,KIF2A,DYNC1H1,DCTN2,MAP2
GO:CC postsynaptic specialization, intracellular component 5,69E-03 CTNNB1,SRC,BAIAP2
GO:CC cytoplasmic region 1,04E-02 CTNNB1,TUBB4A,BAIAP2,MAP2,DCX
GO:CC nuclear lamina 2,03E-02 STX1B,CASK
GO:CC cell cortex 2,49E-02 EXOC2,DYNC1H1,DSTN,CTNNB1
GO:CC cell projection membrane 3,07E-02 ARF4,CTNNB1,SRC,CASK,MAP2
GO:CC cytoplasmic dynein complex 4,28E-02 DYNC1LI2,DYNC1H1
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GO:CC ruffle membrane 4,31E-02 ARF4,SRC,MAP2
GO:CC dendritic shaft 4,51E-02 CTNNB1,BAIAP2,MAP2

Condition NMDA 15 min

SNCA,MAP2,DPYSL2,GPM6A,MAPT,DPYSL3,DBNL,DCX,

GO:CC site of polarized growth 3,16E-10
DCLK1,CTNND1,DLG3
SNCA,MAP2,DPYSL2,GPM6A,MAPT,DPYSL3,DCX,DCLK1,
GO:CC growth cone 6,35E-09
CTNND1,DLG3
GO:CC postsynaptic specialization, intracellular component 5,17E-06 GPHN,CTNNB1,CTNNA2,CTNND1,DLG3
GO:CC lamellipodium 2,81E-05 CORO1B,ABI2,CTNNB1,DPYSL3,DBNL,CTNNA2,CTNND1
GO:CC actin filament 3,76E-05 MYO1B,CORO1B,ABI2,DPYSL3,DBNL,ACTN1
GO:CC postsynaptic density, intracellular component 1,61E-04 CTNNB1,CTNNA2,CTNND1,DLG3
GO:CC presynaptic membrane 1,80E-04 CLTC,GPM6A,CASK,CTNNB1,SYP,CTNNA2,HIP1
GO:CC presynaptic active zone 4,10E-04 GPM6A,CTNNB1,SYP,CTNNA2,CTNND1
GO:CC cortical actin cytoskeleton 6,67E-04 DSTN,ACTN4,DBNL,ACTN1,LASP1
GO:CC filopodium 8,16E-04 MYO1B,MAP2,GPM6A,ABI2
GO:CC neuron spine 1,33E-03 ABI2,PRKACA,DNM3,SYP,ACTN1,CTNND1
GO:CC Schaffer collateral - CA1 synapse 1,60E-03 CASK,CTNNB1,SYP,CTNND1,PRKAR1B
GO:CC presynaptic active zone cytoplasmic component 2,38E-03 CTNNB1,CTNNA2,CTNND1
GO:CC main axon 2,93E-03 MAP2,ANK3,MAPT
GO:CC adherens junction 3,18E-03 ABI2,CTNNB1,CTNNA2,LIN7C,CTNND1
GO:CC cortical cytoskeleton 3,19€-03 DSTN,ACTN4,DBNL,ACTN1,LASP1
GO:CC extrinsic component of plasma membrane 3,33E-03 GPHN,CTNNB1,CTNNA2,CTNND1,GNAQ,HIP1
GO:CC transport vesicle membrane 4,06E-03 CLTC,SNCA,SYNGR1,SYP,LIN7C
GO:CC neuromuscular junction 5,39E-03 ANK3,SYNGR1,PRKACA,SYP
GO:CC terminal bouton 6,77E-03 SNCA,DPYSL2,SYP,PPP2CA
GO:CC catenin complex 9,38E-03 CTNNB1,CTNNA2,CTNND1
GO:CC synaptic vesicle membrane 1,01E-02 CLTC,SNCA,SYNGR1,SYP
GO:CC exocytic vesicle membrane 1,01E-02 CLTC,SNCA,SYNGR1,SYP
GO:CC axon initial segment 1,01E-02 MAP2,ANK3
GO:CC dendritic spine 1,79E-02 ABI2,PRKACA,DNM3,ACTN1,CTNND1
GO:CC neuron projection terminus 1,86E-02 PTPN9,SNCA,DPYSL2,SYP,PPP2CA
GO:CC nuclear periphery 1,96E-02 MAP2,MAPT,CASK
GO:CC cell cortex region 3,45E-02 CTNNB1,CTNNA2,CTNND1

Tableau 13 : Liste des enrichissements GO : CC de I'IP IL-1p-APEX2

Tableaux d’enrichissements des termes GO : CC les plus significatifs dans les conditions AP5 (tableau
gris), NMDA 7’ (tableau bleu) et NMDA 15’ (tableau vert) vs Ctrl. Chaque tableau regroupe la fonction
associée aux termes (Sources), le nom des termes, la p-value ainsi que les protéines identifiées qui sont
regroupées dans chaque terme (intersections). Les termes sont classés en fonction de leur significativité.
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9.2.2.1.4. Les enrichissements GO de voies KEGG (GO:KEGG)

L’annotation fonctionnelle met en évidence un enrichissement en termes GO:KEGG (tableau
14) pour trois a cing voies de signalisations, en fonction de la condition analysée. Ces voies ne
semblent pas revétir un intérét particulier dans le cadre de cette étude. En effet, les voies
identifiées sont liees aux pathogenes bactériens (« Salmonelle infection », « Legionellosis »,
« Bacterial invasion of epithelial cell »), a la mobilité des cellules immunitaires (« Leukocyte
transendothelial migration ») ou encore aux jonctions cellulaires (« Adherens junction »,
« Tight junction »). Les deux seules voies intéressantes qui peuvent nous donner des
informations tant sur le mécanisme de sécrétion (« Synaptic vesicle cycle ») que sur une voie
potentiellement impliquée dans la production d’IL-1p (« Phospholipase D signaling pathway »)
ont été uniquement identifiées dans la condition AP5. Il faut noter que 1’analyse KEGG est
biaisée par la présence de I’IL-1p dans les protéines identifiées. Une nouvelle analyse sans cette

cytokine devrait permettre 1’identification d’autres voies plus pertinentes.

Source Term name P-value Intersections

Condition AP-5

KEGG Synaptic vesicle cycle 2,23E-06 DNM3,SNAP25,UNC13B,UNC13A,UNC13C,STX1B
KEGG Legionellosis 1,08E-03 IL1B,ARF1,ARF2

KEGG Endocytosis 5,87E-03 ARF1,ARF3,ARF2,DNM3

KEGG mRNA surveillance pathway 2,10E-02 GSPT1,GSPT2,PPP2CA,PPP2CB

KEGG Phospholipase D signaling pathway 2,39E-02 ARF1,ARF2,DNM3

Condition NMDA 7 min

IL1B,DYNC1LI2,EXOC2,DYNC1H1,CTNNB1,TUBB4A,TUB

KEGG Salmonella infection 7,23E-07

A4A,ARF1,ARF2,DCTN2,RALA
KEGG Endocytosis 5,20E-03 DNM3,ARF4,SRC,ARF1,ARF3,ARF2,HGS
KEGG Phagosome 3,97E-02 DYNC1LI2,DYNC1H1,TUBB4A, TUBA4A HGS

Condition NMDA 15 min

KEGG Adherens junction 5,28E-03 ACTN4,CTNNB1,CTNNA2,ACTN1,CTNND1
KEGG Leukocyte transendothelial migration 5,66E-03 ROCK2,ACTN4,CTNNB1,CTNNA2,ACTN1,CTNND1
KEGG Tight junction 8,21E-03 ROCK2,ACTN4,PRKACA, TUBA4A,ACTN1,PPP2CA,DLG3
KEGG Bacterial invasion of epithelial cells 4,62E-02 CLTC,CTNNB1,DNM3,CTNNA2

Tableau 14 : Liste des enrichissements GO : KEGG de I’IP IL-1p-APEX2

Tableaux d’enrichissements des termes GO les plus significatifs dans les conditions AP5 (tableau gris),
NMDA 7’ (tableau bleu) et NMDA 15° (tableau vert) vs Ctrl. Chaque tableau regroupe la fonction
associée aux termes (Sources), le nom des termes, la p-value ainsi que les protéines identifiées qui sont
regroupées dans chaque terme (intersections). Les termes sont classés en fonction de leur significativité.
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9.3. Candidat potentiellement impliqué dans la maturation de I’IL-
1B neuronale : la métalloprotéase Thimet Oligopeptidase 1

La Thimet Oligopeptidase (aussi connu sous les noms EC 3.4.24.15 ; EP24.15 ; THOP1) est
une enzyme inactivatrice de neuropeptides initialement identifiée dans des homogenats de
cerveau de rats (Acker et al., 1987 ; Orlowksi et al., 1983). D’aprés les données recensées sur
« The Human Protein Atlas », cette enzyme n’est pas seulement présente dans le cerveau. Elle
est aussi retrouvée dans le tissu endocrinien, le systeme respiratoire et digestif, le foie, le
pancréas, les reins, mais aussi en grande quantité dans les organes génitaux, notamment
masculin. Appartenant a la famille M3 des métallopeptidases (Pierotti et al., 1990 ; Rawlings
& Barrett, 1993 ; Ray et al., 2004), ses principaux substrats sont la bradykinine, la neurotensine,
les peptides opioides ou encore 1’hormone gonadotrophique (GnRH) (Molineaux et al., 1988 ;
Rioli et al., 1998). Dans le cerveau de rat, la distribution cellulaire de THOP1 semble étre
majoritairement nucléaire, mais I’enzyme peut étre mobilisée dans le cytoplasme, voire sécrétée
via les mécanismes de sécrétion non-conventionnelle en impliquant la calmoduline et/ou la
protéine 14-3-3 ¢ (Carrefio et al., 2005 ; Massarelli et al., 1999 ; Oliveira et al., 2005).

Identifiée comme significativement enrichie dans I’interactome de I’IL-1p pour la condition de
stimulation au NMDA 15 min uniquement, cette enzyme a retenu notre attention pour plusieurs
raisons. Elle appartient a la famille des M3 métalloprotéases qui sont des enzymes dont
I’expression peut &tre modulée par I’activité récepteurs NMDA, mais aussi par des facteurs de
transcriptions tels que NF-kB et AP1 (Rempe et al., 2016 ; Wéjtowicz & Mozrzymas, 2014).
Lorsque THOPI est invalidée dans un modele murin, I’animal présente des troubles de la
mémoire et de ’apprentissage, phénotype proche de celui identifié aprés une délétion de I’IL-
1B (Santos et al., 2019). Alors que nous pensions initialement trouver un enrichissement en
cathepsine, caspase ou une autre enzyme connue dans la littérature comme étant impliquée dans
la maturation de I’IL-1p, THOPL1 est la seule protéase qui est ressortie de cette analyse. A ce
jour, toutes les données de la littérature montrent que cette protéase clive des petits peptides
composés de 5 & 22 acides aminés (Ferro et al., 2020) et une maturation de I’'TL-1 (269 acides

aminés) par THOP1 n’a jamais été décrite.
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9.3.1. Invalidation de ’expression de THOP1 par des shRNA

Pour vérifier I’implication de THOP1 dans la maturation de I’IL-1p neuronale, nous avons
décidé d’invalider son expression au sein de cultures primaires de neurones corticaux par le
biais de sShRNA. Cing shRNAs provenant de la librairie Sigma (décrit comme séquences KO
THOP1) ont été insérées dans des plasmides lentiviraux pour permettre une expression
cellulaire stable. 7 jours aprés transduction des cultures neuronales, ces derniéres ont été lysées
et I’invalidation de THOP1 a été analysée par Western-Blot (figure 49). Sur les 5 sShRNA testés,
le sShRNA numéro 5 est 1étal pour les neurones et a été exclu de 1’étude. Pour les deux conditions
de transductions utilisées (0.75 puL et 0.075 uL de virus contenant les shRNA), I’anticorps dirigé
contre THOP1 révéle une diminution de la protéase (bande a 78 kDa) par comparaison avec la
condition non transduite (noté (-)). Ces résultats montrent que les 4 shRNAs testés invalident
I’expression de THOP1 dans les cultures primaires de neurones. Cependant, ces cultures étant
composées de neurones et d’astrocytes, 1’analyse du Western-Blot ne permet pas de discriminer
le niveau d’expression de la protéine dans un type cellulaire donné au sein de cette culture. I
serait nécessaire de réaliser une expérience en immunofluorescence afin de déterminer 1/ si
THOP1 est exprimé dans les neurones et/ou dans les astrocytes et 2/ si ’efficacité des sShRNA

est spécifique des neurones.
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Figure 49 : Invalidation de I’expression de THOP1 dans des cultures primaires de
neurones

Western-Blot réalisés sur des extraits de cultures primaires de neurones exprimant ou non séparément
ou simultanément (mix) 4 shRNA, dirigés contre THOP1. L’expression de la protéine d’intérét, attendue
a 78 kDa est révélée par un anticorps dirigé contre cette derniére.
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9.3.2. Etude du clivage in vitro de I’IL-18 par THOP1

9.3.2.1. Clivage dans des cultures primaires de neurones

Nous avons ensuite souhaité visualiser I’implication de THOP1 dans la maturation de I’IL-18
neuronale. Pour cela, des cultures primaires ont été co-transduites avec le biosenseur de BRET
de I’IL-1B et soit un des 4 shRNAs, un mix des 4 ou sans shRNA. L’acquisition du signal de
BRET est composée d’un signal basal de 5 min suivi d’une stimulation des cultures avec de
I’ACSF ou 50 uM de NMDA puis d’une acquisition post-stimulation (figure 50). Pour les
cellules exprimant uniquement le biosenseur, sans ShRNA, une diminution du signal de BRET
est observée (de 100% a 80%) apres stimulation des récepteurs NMDA (figure 50). Ces
données représentent le contrdle positif de I’expérience. En présence d’un ou plusieurs shRNA,
la stimulation NMDA induit toujours une maturation du biosenseur similaire aux cultures
n’exprimant pas de shRNAs. L’ensemble de ces données montrent que 1’invalidation de THOP1
dans les cultures primaires n’inhibe pas la maturation du biosenseur de BRET de I’IL-1p aprés
stimulation au NMDA. Ces résultats suggérent que 1/ soit I’invalidation de THOP1 par les
shRNAs est insuffisante méme si elle parait importante lors de 1’analyse en Western-Blot, 2/
soit I’invalidation dans les neurones est moins efficace qu’attendue. Comme mentionné dans la
section précédente, une immunofluorescence sur les cultures de neurones nous permettrait de

confirmer ou d’infirmer ces hypotheses.
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Figure 50 : Maturation du biosenseur de BRET de I’IL-1p dans des cultures primaires de
neurones invalidées pour la protéine THOP1 par ’approche des shRNAs

BRET en plaque sur des cultures primaires de neurones corticaux exprimant soit le biosenseur seul, soit
le biosenseur et un shRNA, soit le mix des 4 shRNAs et stimulées avec soit de I’ACSF soit 50 uM de
NMDA. Chaque barre de I’histogramme représente une moyenne du signal de BRET par condition pour
un intervalle de temps donné. Les données avant stimulation (ACSF) sont composées des signaux
obtenus pendant les cing premiéres minutes d’acquisition. Les conditions représentées dans le cadre
« 15 min post-stim » sont composées de la moyenne des signaux de BRET mesurés dans I’intervalle de
temps 15-18 min aprés stimulation avec du NMDA. Les données sont représentées par la moyenne +
SEM. N=3.
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9.3.2.2. Clivage in vitro de protéines recombinantes

Compte tenu des résultats précédents, nous avons décidé de simplifier le modéle d’étude en
examinant I’activité de la protéase recombinante THOP1 sur le biosenseur de BRET de I’IL-1p
purifié in-vitro. Pour cela, il a fallu purifier le biosenseur de BRET de I’IL-1p a partir de cellules
HEK293T transfectées avec le plasmide codant pour le biosenseur. Apres solubilisation des
protéines, I’'IL-1P a été purifiée grace a des nanocorps se liant a la GFP (et reconnaissant la
YPet). La figure 51 présente le Western-Blot des échantillons durant toute 1’étape
d’immunoprécipitation. Les extraits totaux (noté TE) sur les 3 premiéres pistes du Western Blot
montrent que les cellules transfectées exprimaient bien le biosenseur (bandes a 80 kDa) a des
niveaux différents selon la quantité de plasmides transfectés (500ng vs 1ug). Les 3 pistes
suivantes (FLT) représentent le surnageant prélevé a la fin de I’immunoprécipitation et avant le
lavage des billes. Cette fraction FLT contient toutes les protéines qui ne sont pas liées aux

nanocorps et montrent que la majorité de I’IL-1 a été purifiée.
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Figure 51 : Expression du biosenseur de BRET de I’'IL-1§ dans les lysats cellulaires
pendant ’immunoprécipitation

Western-Blot des lysats cellulaires de HEK293T, exprimant le biosenseur de BRET, révélé avec des
anticorps dirigés contre I’IL-1B, la GFP (reconnaissant la Ypet) et la NLuc. Les 3 premiéres pistes
représentent la quantité de protéine transgénique dans les cellules fraichement lysées. Les 3 pistes
suivantes correspondent aux protéines, présentes dans le surnageant, n’ayant pu étre liées aux billes
durant I’expérience d’immunoprécipitation.
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Nous avons ensuite realisé la réaction enzymatique in vitro en incubant I’IL-1p purifiée soit
avec la protéine recombinante THOP1 soit avec la protéine recombinante caspase-1 comme
controle positif du clivage de I’IL-1f par une protéase. Dans un premier temps, nous avons testé
I’activité enzymatique de THOPL sur un substrat spécifique qui émet de la fluorescence
lorsqu’il est clivé (figure 52A). Les résultats obtenus démontrent une augmentation de
fluorescence, atteignant la limite de quantification de I’appareil (> 65000 RFU), en présence de
THOP1 (courbe rouge), compareé a la condition contrdle qui correspond seulement au substrat
dilué dans du tampon. L’activité de THOP1 validée, nous avons ensuite incubé I’'IL-1f en
présence de THOPL ou de caspasel dans leurs tampons spécifiques. Deux concentrations de
THOP1 ont été utilisées : 1X qui correspond a une concentration de 0.5 ng d’enzyme/pL et 10X
correspondant a Sng d’enzyme/pL. Nous avons également utilisé¢ deux concentrations d’IL-1f3
purifiées (500ng et 1ug). La maturation a ensuite été étudiée en BRET pendant 30 min (figure
52B et C). L’addition de THOP1, 1X ou 10X, n’induit aucune inflexion du signal de BRET,
comparé au contrble négatif sans protéase (condition TN pour Tris-NaCl, tampon optimal de
fonctionnement de I’enzyme) a environ 450 milli BRET unit (mBu). En revanche, le signal de
BRET obtenu pour caspase-1 est proche de 0 mBu par rapport a son contréle ICE (environ 250
mBu, tampon optimal de fonctionnement de 1’enzyme), signifiant un clivage presque intégral
de la cytokine apres 30 min d’incubation a 37°C. Ces résultats ont €té parallelement vérifiés par
Western-blot (figure 52D). Pour les deux conditions de transfections, un clivage de I’IL-1f est
visible en présence de caspase-1. Les deux bandes présentes (45 kDa et 50 kDa), détectées avec
I’anticorps dirigé contre I’IL-1P et contre la GFP, s’expliquent par I’existence simultanée de
différentes formes d’IL-1p clivée. En effet, cette cytokine est clivée au niveau de I’ Asp26 et
Aspl16 et les deux bandes peuvent indiquer qu’une fraction du biosenseur a été clivée que sur
un des deux sites. Cette explication est aussi valable pour les deux bandes détectées avec
I’anticorps dirigé contre la NLuc. En revanche, pour toutes les autres conditions, dont celles
contenant THOPI1, aucun clivage n’est observé, et le biosenseur est uniquement présent sous
forme de pro-IL-1p (vers 80 kDa). L’ensemble de ces résultats démontre que THOP1 seule ne

semble pas conduire a la maturation de I’'IL-1p.
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Figure 52 : Maturation du biosenseur de BRET de I’IL-1p in vitro

A : Graphique présentant I’acquisition de fluorescence au cours du temps émise par la dégradation du
substrat par THOP1 (courbe rouge) ou par le substrat seul (courbe noire). B-C : Graphiques présentant
I’évolution du signal de BRET au cours du temps. Le signal a été obtenu pour des quantités variables de
protéase THOP1 (1X : courbe rouge et 10X : courbe orange) et des quantités variables d’IL-1f (500 ng
(B) ou 1 ug (C)). La quantité de protéase caspase-1 (courbe bleue) est fixe. Les solutions TN (courbe
noire) et ICE (courbe grise) correspondent au tampon permettant respectivement une activité optimale
des protéases THOP1 et Caspase-1. D : Méme expérience mais analysée par Western-Blot avec
marquage de I’TL-1p, de la GFP (reconnaissant aussi la Ypet) et de la NLuc.
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10. L’interleukine 1 beta : une cytokine aux multiples fonctions

L’IL-1P est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans 1’initiation de I’inflammation.
Identifiée en 1984, sa découverte a permis une avancée majeure dans la compréhension de la
mise en place de la réponse inflammatoire (Auron et al., 1984). La production d’IL-1 bioactive
dans les cellules immunitaires passe majoritairement par la voie canonique qui implique dans
un premier temps la signalisation TLR pour la synthése de la cytokine immature et, dans un
deuxiéme temps 1’activation de 1’inflammasome, conduisant au clivage par la caspase-1 de I’IL-
1B en sa forme mature (M. Sharma & De Alba, 2021). Libérée dans le milieu extracellulaire,
cette cytokine se lie sur le récepteur a I’IL-1, récepteur exprimé par de nombreux types
cellulaires, tant immunitaires que non-immunitaires (C. A. Dinarello, 2018). Dans le systéeme
nerveux central, la production d’IL-1p a été caractérisée dans la microglie, les macrophages
résidants du systeme nerveux central. Les mécanismes de synthese, de maturation et de
libération de cette cytokine s’avérent étre majoritairement similaires a ce qui a été découvert
dans les cellules du systéeme périphérique (Alexopoulou et al., 2001 ; Walsh, Reinke, et al.,
2014). Ces derniers sont aujourd’hui particuliérement bien caractérisés notamment pour
différentes pathologies cérébrales, dont les maladies neurodégénératives et les épilepsies (Liu
& Chan, 2014b ; Mohseni-Moghaddam et al., 2021 ; Zhou et al., 2016).

Un nombre croissant d’études montre aussi une implication de I’IL-1f dans la régulation de
mécanismes physiologiques. En particulier, au niveau des neurones de 1’hippocampe, en
condition homéostatique, la cytokine module les mécanismes d’induction et de maintenance de
la LTP en controlant I’activité des récepteurs NMDA (Avital et al., 2003 ; Goshen et al., 2007
; Viviani et al., 2003). En I’état actuel des connaissances, il ne semble pas que les cellules
gliales de I’hippocampe, en condition physiologique, soient capables de synthétiser de I’[L-1.
En revanche quelques équipes ont identifié que certains neurones, et en particulier les neurones
magnocellulaires de I’hypothalamus du rat sont capables de synthétiser la cytokine (Breder et
al., 1988 ; Lechan et al., 1990 ; Watt & Hobbs, 2000). Compte tenu de I’effet de I’'IL-1p sur les
mécanismes de mémoire, nous avons €mis 1’hypothese que les neurones de 1’hippocampe
pouvaient synthétiser et libérer de I’IL-13 mature. Au cours de mon travail de these, nous avons
donc cherché a caractériser la synthese, la maturation et la libération d’IL-1p par les neurones

hippocampiques.
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11. L’IL-1p est synthétisée par les neurones excitateurs de
I’hippocampe

Au cours de ces travaux, nous nous sommes premiérement intéressés a la syntheése de I’IL-1
par les neurones excitateurs de 1’hippocampe, notamment en sachant que ces derniers expriment
des récepteurs TLR (Cameron et al., 2007 ; Pauff & Miller, 2012). Nous avons pu déterminer
que certains neurones hippocampiques de 1’aire CA1, en condition homéostatique expriment
I’ARNm de I’IL-1B. Cette expression est relativement faible avec en moyenne environ 0.7
molécule d’ARN par neurone. Ces résultats montrent que tous les neurones n’expriment pas
cette cytokine, mais restent cohérent car une forte expression est plutét attendue dans les
cellules gliales en condition inflammatoire. Cette faible expression dans les neurones Thyl
positifs suggere une faible libération résultant en une faible concentration locale de cytokine. Il
est décrit dans la littérature que les neurones expriment une chaine accessoire du récepteur a
I’IL-1 (IL-1R3AcPb) possédant une forte affinité pour I’'IL-1p (Huang et al., 2011). Nous
pouvons émettre I’hypothése qu’en condition physiologique, la faible libération de la cytokine
par les neurones va activer spécifiqguement ce récepteur de haute affinité et, in fine, activer les
voies de signalisations spécifiques associées. Ensuite, il est aussi intéressant de se demander
pourquoi ’ARNm de I’IL-1f3 n’est pas exprimée par I’ensemble des neurones de ’aire CA1 de
I’hippocampe. L’expression est-elle dépendante de I’activité neuronale, ou présente dans un
circuit ayant eu une activité récente ? 1l eut été intéressant soit de stimuler les neurones de fagon
globale par injection de kainate in vivo, soit de stimuler un réseau neuronal en particulier par
induction d’une tache d’apprentissage chez la souris avant de réaliser les marquages RNAscope
ainsi qu’un co-immunomarquage de c-fos. C-fos appartient a la famille des genes transcrits
précocement et, est un marqueur de référence pour visualiser 1’activation de la transcription
apres une activité neuronale. Ce co-marquage nous permettrait ainsi de déterminer si I’ARNm

de I’IL-1P est exprimé dans des neurones activés.

En parallele, pour confirmer ou infirmer 1’hypothése qu’une activit¢é neuronale induit
’activation du promoteur de I’IL-1p et la transcription de ’ARNm de la cytokine, nous avons
enregistré 1’activité du promoteur de I’'IL-1p a 1’aide d’un reporteur fluorescent dans des
cultures primaires de neurones. Nous sommes parvenus a montrer que 1’activation de ce
promoteur semble avoir lieu 15 min aprés une forte stimulation neuronale. Il aurait été
intéressant d’enregistrer ’activité du promoteur de I’TL-1p dans un systeme plus intégré tel que
des tranches d”hippocampe ou directement in vivo, car le modele de culture primaire posséde

une activité neuronale basale soutenue. Cependant, ces résultats préliminaires sont en accord
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avec la littérature dans laquelle il est indiqué que la mise en place d’une LTP et/ou des
expériences d’apprentissage entrainent une augmentation de 1I’expression d’ARNm de I’'IL-1B

dans I’hippocampe dés 15 min aprés stimulation (Depino et al., 2004 ; Schneider et al., 1998).

Ces résultats nous aménent a nous demander si les voies gouvernant la synthése d’IL-1f dans
les neurones sont identiques a celles présentes en périphérie. En effet, dans les cellules
immunitaires, la syntheése d’IL-1p est orchestrée par les facteurs de transcription NF-kB et AP-
1. Ces derniers sont actives lorsque la voie TLR, principalement, est stimulée par un élément
de danger tel que le LPS par exemple (Akira, 2003). Dans le SNC, chez I’adulte, une
augmentation de ’ARNm de NF-kB a été mise en évidence aprés une activation synaptique
(Meberg et al., 1996). De plus, les récepteurs TLRs comme les facteurs de transcription NF-xB
et AP-1 sont démontrés comme grandement impliqués dans la régulation des processus de
mémoire et d’apprentissage (Acioglu et al., 2022 ; Ahn et al., 2008 ; Merlo et al., 2005 ;
Pennypacker et al., 1994). Les neurones exprimant les récepteurs TLRs , il aurait été intéressant
de stimuler la voie TLR dans les neurones et visualiser la synthése d’ARNm de I’'IL-1p par
marquages RNAscope. Dans la continuité de cette idée, nous pourrions envisager de stimuler
la voie TLR avec du LPS sur un modele neuronal exprimant la construction promoteur-1L-1§-
mNeongreen et d’effectuer des immunomarquages de la Neongreen et de NF-xB pour confirmer
ou infirmer I’implication de ces récepteurs dans I’activation du promoteur de I’TL-1f, donc dans
la synthese de la cytokine. Bien que les voies sous-jacentes menant au complexe NF-xB ne
soient pas encore totalement connues, la signalisation NF-kB semble étre un des acteurs

centraux a explorer pour mieux comprendre la synthése d’IL-1f neuronale.
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12. Les neurones excitateurs de I’hippocampe maturent I’IL-1

12.1. Le biosenseur de BRET de I’IL-1p : avancée majeure dans la
localisation spatio-temporelle cellulaire de la maturation de la cytokine

L’étude de I’'TL-1p dans le SNC en condition physiologique a débuté quelques années apres son
identification. Comme mentionné précédemment, les premieres démonstrations de la présence
de cette cytokine dans les neurones hypothalamiques de rat datent de 1988-1990 (Breder et al.,
1988 ; Lechan et al., 1990). La spécificité des anticorps ou des sondes d’hybridation in situ,
n’ont pas été confirmés sur les souris KO par exemple. De plus les études de libération sont
réalisées par Western-blot et ELISA, techniques n’ayant aucune résolution spatio-temporelle et
ne permettant d’identifier les cellules libérant la cytokine. Pour pallier a ces limites, un
biosenseur de BRET de I’IL-1 a été construit (Compan, Baroja-Mazo, Bragg, et al., 2012) puis
amélioré. Au cours de cette étude nous avons pu montrer que ce biosenseur possede les mémes
propriétés biologiques que la version endogene de la cytokine (clivage par la caspase-1 et
activation du complexe récepteur a I’IL-1), malgré la présence du donneur et de I’accepteur
d’énergie de part et d’autre de I’IL-1B. A 1’aide de promoteurs spécifiques, nous avons été
capable d’exprimer la construction dans un type cellulaire précis (notamment dans les neurones
excitateurs de I’hippocampe et du cortex). La cytokine s’exprime dans les différents
compartiments des neurones, mais un enrichissement préférentiel du biosenseur de BRET est

observé dans les épines dendritiques.

Ces résultats sont en accord avec les données obtenues en spectrométrie de masse. En effet,
indépendamment de la condition de stimulation, les interactomes de I’IL-1B révélent un
enrichissement majoritaire de protéines ayant un lien avec les vésicules synaptiques et la post-
synapse. Les termes GO de localisation cellulaire présentent une significativité dans le transport
vésiculaire et les vésicules synaptiques. A cela s’ajoute un enrichissement dans la localisation
post-synaptique de 1I’IL-1f. Les mécanismes de libération n’étant pas connus a ce jour, il est
possible que, exclusivement dans les neurones, la cytokine soit a la fois transportée du soma
vers les dendrites et les épines dendritiques par des vésicules via le réseau du cytosquelette,
mais soit aussi en libre circulation dans le cytoplasme. Une autre question est de savoir si le
clivage de la cytokine s’opére a proximité des récepteurs NMDA, en particulier a proximité des
récepteurs exprimant les sous-unites GIUN2A et GIuUN2B. Il est décrit dans la littérature que les
récepteurs NMDA contenant les sous-unités GluN2A sont localisés au niveau de 1’espace

synaptique tandis que ceux exprimant les sous-unités GluN2B sont présents dans 1’espace péri-
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synaptique (Tovar & Westbrook, 1999). Il serait intéressant de réaliser un co-marquage de 1’IL-
1B et des sous-unités GIUN2A et GIuUN2B des récepteurs NMDA pour affiner la localisation de
la cytokine dans les neurones. Les résultats obtenus sur la maturation de 1I’IL-1f neuronale en
vidéo-microscopie démontrent que méme si la cytokine est préférentiellement localisée dans
les épines dendritiques, le clivage s’opéere dans les différents compartiments neuronaux. Ceci
indique que la maturation ne semble pas nécessiter une proximité directe avec les récepteurs
NMDA. En prenant en compte le remaniement des réseaux, I’hyperexcitabilité des cultures
ainsi que la surexpression du biosenseur de BRET de I’IL-1, il est vraisemblable que notre
modele d’étude ne soit pas adapté pour répondre a cette question. Il conviendrait alors de
confirmer la localisation et la maturation de I’IL-1f dans un systéme plus intégré, comme des
tranches d’hippocampe avec un mécanisme d’expression de la cytokine qui n’entraine pas la

saturation du systéme a cause d’une surexpression par approche virale.

12.2. Maturation de I’IL-1f neuronale et inflammasome

Les mécanismes de maturation de I’IL-1p par les cellules immunitaires sont bien caractérisés.
La majorité des cellules produisant cette cytokine exprime un ou plusieurs inflammasomes, qui
vont répondre a différents types de stimuli (Lamkanfi & Dixit, 2012). Le clivage de I’IL-1p en
sa forme bioactive s’opére, principalement par les voies canonique et non-canonique dans le
cytoplasme et minoritairement grace a des protéases extracellulaires (Afonina et al., 2015 ;
Antonopoulos et al., 2015 ; Rathinam et al., 2019 ; M. Sharma & De Alba, 2021). Cependant,
les cellules immunitaires ne sont pas les seules a exprimer des composants de I’inflammation
puisque, les neurones pyramidaux semblent également posséder les inflammasomes NLRP1 (S.
E. Adamczak et al., 2014 ; Kaushal et al., 2015 ; M. S. Tan et al., 2014). Le rdle de cette
plateforme moléculaire dans le clivage de I’IL-1 neuronale n’a jamais ét¢ démontré. A ce jour,
le réle de cet inflammasome semble se limiter dans les neurones, en condition inflammatoire,
a I’induction de la pyroptose qui est une mort par lyse cellulaire provoquée par I’inflammasome

et surtout la caspase-1, entrainant la libération de DAMPs dans le milieu extracellulaire.

Au cours de nos travaux, nous n’avons pas pu étudier I’implication de I’inflammasome NLRP1
dans la maturation de I’IL-1P neuronale. En effet, a ce jour, il n’existe aucun inhibiteur
pharmacologique qui soit spécifique de cet inflammasome. En revanche, nos données indiquent
que le clivage, induit par la signalisation NMDA, est indépendant de 1’inflammasome NLRP3

et de la caspase-1.

187



12.3. Maturation de I’IL-1B neuronale et récepteurs NMDA

Au cours de cette étude, nous avons montré que le clivage de la cytokine dans les neurones
hippocampiques s’opere durant une activité neuronale soutenue (induite par exemple par une
stimulation au KCI ou a la 4-AP), et passe par I’activation des récepteurs NMDA. Grace a
I’utilisation de différents agents pharmacologiques ciblant les sous-unités GIUN2A (TCN201)
et GIuN2B (R025-6981), nous sommes parvenus a montrer que la maturation de 1’IL-1p est
toujours active lorsque GIUN2A seule ou GIuN2B seule est inhibée. En revanche, le blocage
pharmacologique simultané de ces deux sous-unités du récepteur NMDA conduit & une
abolition de la maturation de I’IL-1p. Ces données suggérent que le clivage de la cytokine dans
les neurones s’opére soit par I’intermédiaire de I’activation synchrone des récepteurs NMDA
hétérodimériques GIuN1-GIuN2A et GIuN1-GluN2B, soit nécessite 1’activation de récepteurs
NMDA hétérotrimériques. Découverts il y a plus de vingt ans (Kew et al., 1998) mais
récemment étudiés, les récepteurs NMDA hétérotrimériques sont composés des deux sous-
unités obligatoires GIuN1 et de deux sous-unités GIuN2 ou GluN3, différentes 1’une de I’autre.
Ils sont particuliérement abondant dans 1’hippocampe (15 a 50% des récepteurs NMDA totaux)
sous la forme GIUN1A/GIuN2A/GIuN2B (Al-Hallaqg et al., 2007 ; Paoletti et al., 2013 ; Rauner
& Kohr, 2011). La conformation di / tri-hétéromeére influence les propriétés d’ouverture et de
perméabilité aux cations des récepteurs, ouvrant un nouveau champ d’investigation dans les
domaines de la plasticité synaptique (Kumar & Kumar, 2021). En effet, un récepteur NMDA
hétérodimérique contenant les sous unités GIuN2A ou GIuN2B présente une haute conductance
ainsi qu’une forte sensibilité¢ au blocage magnésium et a la perméabilité au calcium (Paoletti et
al., 2013). Dans le cadre d’un récepteur NMDA hétérotrimérique GIUN1/GIuN2A/GIuN2B, il
semble que les propriétés fonctionnelles soient dépendantes des sous-unités exprimées. En
effet, la présence simultanée de deux sous-unités GIuN2 différentes entraine une plus faible
sensibilite du recepteur aux inhibiteurs GIUN2A et GIuN2B par comparaison avec les
hétérodimeéres exprimant la méme sous-unité (Hansen et al., 2014 ; Stroebel et al., 2014). De
maniere intéressante, les données obtenues concernant la maturation de I’IL-1f en présence de
concentration croissantes en TCN201 et R025-6981 semblent étre corrélées avec les données
de la littérature sur la pharmacologie des récepteurs NMDA hétérotrimériques. En effet, le
clivage de la cytokine est progressivement aboli a mesure que les concentrations en inhibiteurs
augmentent, donc a mesure que le courant entrant de ce type de récepteur diminue. Les données
de la littérature montrent que 1 uM d’inhibiteur GluN2A et GluN2B bloque entre 30 et 50% du

courant entrant des récepteurs NMDA hétérotrimériques (Cheriyan et al., 2016 ; Hansen et al.,
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2014 ; Stroebel et al., 2014). A cette méme concentration, nous avons encore une diminution
du signal de BRET de 5%. A 10 uM d’inhibiteurs, les courants générés par le récepteur
hétérotrimérique sont diminués d’au moins 80% et a ces concentrations, la maturation de 1I’IL-
1B est abolie. L’ensemble de ces données renforcent I’hypothése d’une implication des
récepteurs NMDA hétérotrimériques dans la maturation de I’IL-1p neuronale, mais suggerent
aussi que la protéase responsable de ce clivage requiert un courant entrant minimal provenant

de ces récepteurs pour étre produite et/ou activée.

12.4. La métalloprotéase THOP1

Nos données de la spectrométrie de masse ont conduit a I’identification d’un candidat
potentiellement impliqué dans la maturation de I’IL-1B appelé THOPI ou Thimet
Oligopeptidase 1. Cette enzyme appartient a la famille M3 des métalloprotéases, famille dont
I’expression peut &tre modulée par I’activité des récepteurs NMDA, mais aussi par des facteurs
de transcriptions tels que NF-xkB et AP1 (Rempe et al., 2016 ; Wojtowicz & Mozrzymas, 2014).
Lorsque THOP1 est invalidée dans un modele murin, ’animal présente des troubles de la
mémoire et de I’apprentissage, phénotype proche de celui identifi¢ aprés une délétion de I’IL-
1B (Santos et al., 2019). A ce jour, aucune interaction fonctionnelle entre le récepteur NMDA
et THOPI1 n’a pu étre démontrée. Pour essayer de démontrer I’implication de THOP1 dans le
clivage de I’'IL-1B neuronale, nous avons premiérement décidé d’invalider 1’expression de
I’enzyme par des shRNA et de visualiser la maturation de I’IL-1p en enregistrant le signal de
BRET. Les résultats obtenus montrent que cette invalidation n'a pas affecté la maturation de la
cytokine. Néanmoins, il semble que 1’efficacité des shRNA ne soit pas de 100%, résultant en
une invalidation partielle de THOP1. De plus, nous n’avons pas pu déterminer si les ShRNA
invalidaient I’expression de I’enzyme dans les neurones ou dans les cellules gliales. Il serait
intéressant de reproduire les mémes expériences sur le modéle murin KO pour THOPL, crée
par I’équipe de Ferro (Santos et al., 2019). Ensuite, nous avons voulu simplifier ce modele en
visualisant le clivage de la cytokine directement dans un tube a essai a partir de la protéine
recombinante THOP1 et du biosenseur de BRET de I’IL-1B purifié. Les données obtenues
montrent une absence de clivage du biosenseur par THOPL, clivage quasiment intégral lorsque
nous avons réalisé la méme expérience avec I’enzyme caspase-1. L’ensemble de nos résultats

suggerent que ce candidat ne serait pas la protéase responsable du clivage de I’IL-1p.

Il convient d’analyser de nouveau les résultats de spectrométriec de masse, voire de refaire

entierement cette expérience. En effet, il est possible que les temps de stimulations effectues
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(NMDA 7min et 15 min) soient trop longs et nous aurions dd ajouter un temps supplémentaire,
plus court. Une autre hypothese serait que la conformation tridimensionnelle de la protéase
rende la biotinylation impossible, puisque cette liaison covalente se forme préférentiellement
sur les acides amineés tyrosines, tryptophanes, cystéines et histidines. L’hypothése inverse serait
que la protéase soit biotinylée a plusieurs reprises. Lors de I’étape de précipitation, nous avons
utilisé des billes magnétiques couplées a de la streptavidine, reconnaissant la biotine. La liaison
biotine-streptavidine est extrémement forte, a tel point que nous devons ajouter de la biotine
dans la solution d’élution, afin de créer une compétition entre la biotine libre et les protéines
biotinylées. 1l est possible que les détergents utilisés ne soient pas assez puissants pour détacher

la protéase des billes et que, in fine, cette protéase n’ait pas pu étre éluée.

13. L’IL-1p est libéree par les neurones excitateurs de
I’hippocampe dans le milieu extracellulaire

Les mécanismes de libération d’IL-1B bioactive par les cellules immunitaires restent encore
aujourd’hui fortement débattus. De nombreuses voies de sécrétions ont été¢ décrites telles
qu’une sécrétion par les vésicules endolysosomales, les vésicules de sécrétions lysosomales, les
exosomes et les corps-multivésiculaires (Andrei et al., 1999 ; MacKenzie et al., 2001 ; Qu et
al., 2007). L’avancée des recherches a permis de réfuter certaines de ces voies, d’autres sont
encore sujettes a débat. Le mécanisme de sécrétion qui apparait €tre aujourd’hui le plus probant
dans les cellules immunitaires passe par la formation de pores via la GSDMD (Xia et al., 2021),

mais des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypotheése.

Dans le SNC, les mécanismes de libération de I’IL-1p par les cellules gliales restent inconnus,
mais il semble fort probable que ces mécanismes soient similaires a ceux décrits en périphérie.
Au niveau des neurones de I’hippocampe, nous sommes parvenus a démontrer par dosage
ELISA qu’ils étaient capables de libérer de I’IL-1f3 dans le milieu extracellulaire. De plus, cette
libération est augmentée quand les neurones sont stimulés avec du NMDA. La quantité d’IL-
1B libérée étant tres faible, nous n’avons pas €té en mesure de déterminer, avec les outils a notre
disposition (dosage indirect avec les HEK-Blue), si cette cytokine présente dans le surnageant
des cellules était ou non bioactive. Cependant, dans I’hypothése ou la cytokine serait bioactive,
I’identification d’une faible libération neuronale est en accord avec les données de la littérature
puisqu’il a été montré que I’IL-1B module la transmission synaptique pour des concentrations
comprises entre 1 & 10 aM (équivalent a 108 - 10*” M) (Luk et al., 1999 ; Stemkowski et al.,

2021). De plus, au niveau des neurones, de faibles concentrations d’IL-1f entraine la formation
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du complexe récepteur a I’IL-1 par liaison de I’IL-1p entraine le recrutement de 1’IL-1R3ACPb.
Cette sous-unité est décrite comme étant un variant d’épissage de la chaine accessoire IL-
1R3ACP, exclusivement exprimée dans le systeme nerveux central, et beaucoup plus affine pour
I’IL-1B que le variant IL-1R3ACP (Huang et al., 2011 ; H. L. Lu et al., 2008). L’IL-1R3AcPb
est impliquée dans la phosphorylation de la protéine Src neuronale qui a son tour, phosphoryle
la sous-unité GIuN2B pour potentialiser I’influx calcique médié¢ par les NMDARs (Viviani et
al., 2003). L’activation de ce complexe pourrait étre responsable du role facilitateur de I’TIL-13
dans la formation de la mémoire dans 1’hippocampe (Yirmiya et al., 2002), observé pour de

faibles concentrations d’IL-1.

Actuellement, aucune donnée de la littérature ne mentionne un mécanisme de libération de 1I’IL-
1B ou d’autres cytokines par les neurones. Toutefois, dans nos expériences de protéomique, la
comparaison des interactomes entre les différents traitements expérimentaux (AP5, NMDA 7
et 15 min) a la condition contréle (figure 53) ainsi que les enrichissements des termes GO en
processus biologiques et localisations cellulaires démontrent une significativité pour les
protéines impliquées dans le transport, la localisation, la maturation et la fusion des vésicules
ainsi que dans les mécanismes d’exocytose. De nombreuses protéines du cytosquelette ainsi
que des protéines impliquées dans la régulation des vésicules ont aussi été retrouvées dans
toutes les conditions expérimentales. La présence de nombreuses protéines du cytosquelette
peut s’expliquer car la pro-1L-1f circule librement dans le cytoplasme. De maniére intéressante,
des processus biologiques liés a la sécrétion du glutamate en condition NMDA uniquement ont
aussi été identifiés. 1l est possible que la libération de la cytokine par les neurones puisse étre
associ¢ée a la libération de neurotransmetteurs par un mécanisme d’exocytose. En effet, au
niveau de la pré-synapse des neurones, la glutamine est métabolisée en glutamate et ce
neurotransmetteur, est ensuite encapsulé dans des vésicules synaptiques a 1’aide de
transporteurs spécifiques (Du et al., 2020). Cela signifie que, tout comme 1’IL-1f, le glutamate
est transitoirement en libre circulation dans le cytoplasme. Grace aux données de spectrométrie
de masse, nous pouvons penser que I’ARNm de I’IL-1f soit acheminé au niveau des synapses
pour y étre traduit en protéine. Lors d’une activité neuronale, la cytokine serait clivée dans le
cytoplasme puis encapsulée dans des veésicules synaptiques glutamatergique pour étre libéree
dans la fente synaptique. Cette hypothese permet aussi d’expliquer 1’action rapide et ciblé de la
cytokine, a tres faible concentration, sur ces récepteurs majoritairement présents en post-
synapse. Afin de confirmer cette hypothése, il conviendrait de vérifier une potentielle

colocalisation entre I’IL-1p et des vésicules synaptiques en réalisant un co-marquage avec des
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anticorps dirigés contre la cytokine et VGLUT1 (Vesicular glutamate transporter 1) par

exemple.
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Figure 53 : Eléments des interactomes identifiant les protéines liées au transport
vesiculaire

Extraits des interactomes pour les conditions AP5 (gris), NMDA 7 min (bleu) et NMDA 15 min (vert)
présentés en intégralité dans la 3% section des résultats. Les protéines identifiées sont associées au
transport (Lin7a-b-c, Kif2a, Arfl, Hgs) a la localisation (Arfl, Cltc, Snca) a la maturation (Unc13a-b-
c), a la fusion des vésicules (Exoc2, Snap25, Stx1b) ou aux mécanismes d’exocytose (Exoc2, Rala,
Dnm3, Snca).
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14. Perspectives : développement d’outils pour étudier la
maturation du biosenseur de BRET de I’IL-1B dans un modele
plus intégré : tranches organotypiques d’hippocampe

Comme nous I’avons démontré précédemment, les neurones pyramidaux de I’hippocampe sont
capables de synthétiser, maturer et libérer de I’IL-1p. Le mod¢le de culture primaire utilisé pour
valider ces resultats possede de nombreux avantages, mais aussi certains inconvénients.
Premierement, le remaniement des réseaux apres la mise en culture génere une hyperexcitabilité
des cultures avec un motif de type épileptique, ce qui nous place dans une configuration plutét
inflammatoire. Deuxiemement, le réseau en place ne refléte pas celui qui est retrouvé dans le
cerveau. Malgreé ces inconvénients, la culture primaire reste un modele de choix pour décrypter
les mécanismes moléculaires. Afin d’aller plus loin dans 1’étude de la maturation de 1’'IL-1p
neuronale, nous avons décidé d’opter pour un modeéle plus intégré : les tranches organotypiques
d’hippocampe. A la différence de la culture cellulaire, ce modele consiste a mettre en culture,
a l'interface liquide — air, des tranches d’hippocampe. Comme mentionné dans 1’introduction
(cf. section 3.3.3.1.1), la conduction du signal nerveux au sein de 1’hippocampe suit
majoritairement le circuit suivant. L’influx nerveux arrive dans le gyrus denté puis est transmis
dans I’aire CA3, suivi de ’aire CA1 pour ressortir par le cortex entorhinal. Les tranches
organotypiques d’hippocampe ont pour avantage de préserver le réseau neuronal retrouvé in

vivo en plus de pouvoir étre conservées pendant plus de 15 jours

Nous avons donc mis en place le protocole de culture de tranches organotypique au cours de
cette étude. Durant toute la mise au point, nous avons réalisé des immunomarquages a différents
jours in vitro, de la protéine neuronale NeuN pour suivre 1I’évolution de la conservation des
différentes aires hippocampiques. Ces immunohistochimies ont été complétées avec un
marquage des noyaux au DAPI ainsi que des cellules mortes avec de I’iodure de propidium
(figure 54A). En I’état actuel des expériences, la mise au point est longue et peu concluante car
nous observons une migration des cellules et d’importants remaniements induits par de la mort
cellulaire (marquage rouge) qui ont lieu a partir de la mise en culture de la tranche. Cela conduit
progressivement en une déstructuration compléte des tranches organotypiques d’hippocampe.
A titre de comparaison, la figure 54B extraite de Czapla, Reiterer and Funke, 2022, présente
un marquage NeuN sur une tranche organotypique d’hippocampe aprés 15 jours de culture,
lorsque ce protocole est bien maitrisé. L’architecture cellulaire des différentes aires

hippocampiques (DG, CA3 et CA1) est distincte et bien conservée. D’importants ajustements
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sont en cours de réalisation afin que nous puissions obtenir un modele fonctionnel, important

pour les perspectives de cette étude.

A

Propidium iodide Merge

DIV9 DIV6 DIV 2

DIV 15

Figure 54 : Suivi de I'architecture cellulaire des tranches organotypiques d*hippocampe
de la mise en culture jusqu'a 15 jours in vitro

A : Immuno-marquage de la protéines neuronale Neun (vert) et marquage chimique des cellules mortes
a I’iodure de propidium (rouge) sur des tranches organotypiques d’hippocampe a DIV2, 6, 9 et 15 afin
de suivre I’évolution des réseaux neuronaux au cours du temps. Les noyaux cellulaires ont été marqués
au DAPI (bleu). Le merge correspond & la superposition des images GFP et Propidium iodide. B :
Marquage de la protéine NeuN dans une tranche organotypique d’hippocampe apres 15 jours en culture
(d’apres Czapla et al., 2022), révélant les différentes aires hippocampiques (DG, CA3 et CAl).
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L’objectif principal des tranches organotypiques d’hippocampe est de pouvoir générer une
excitation neuronale plus physiologique, limitant ainsi les biais induits par une stimulation
chimique, et en parall¢le de visualiser la maturation du biosenseur de BRET de I’'IL-1p. Cette
stimulation peut étre de deux types : soit électrophysiologique, soit optogénétique. Le choix
d’utiliser I’optogénétique parait plus judicieux puisque cette méthode est plus facilement
compatible avec le BRET en microscopie car, premierement nous disposons du matériel
nécessaire pour I’acquisition d’images et, deuxiemement le spectre d’excitation des channel-
rhodopsines et le spectre excitation/émission de la YPet ne se chevauchent pas. Ainsi, nous
avons decidé de coupler ce systeme de stimulation par la lumiere pour générer une excitabilité
neuronale dans 1’aire CA3 de I’hippocampe dans 1’objectif de visualiser la maturation du
biosenseur de BRET de I’IL-1B, qui en résulte dans I’aire CA1. Pour cela, il faut exprimer
spécifiqguement la channel-rhodopsine et le biosenseur de BRET dans les aires CA3 et CALl de
I’hippocampe, respectivement. Nous avons opté pour ’utilisation de la Cheriff, une channel-
rhodopsine génétiquement modifiée qui présente une cinétique d’activation plus rapide et une
plus grande sensibilité a la lumiére bleue par rapport a la ChR2 (Hochbaum et al., 2014). Elle

comporte une eGFP en C-terminal utilisée comme rapporteur d’expression cellulaire.

En parall¢le de la mise en place du modele de tranches organotypiques d’hippocampe, nous
avons développé des AVV contenant la séquence codante pour la Cheriff ou le biosenseur de
BRET, sous le contrdle de promoteurs spécifiques de 1’aire CA3 ou CAl, respectivement. Par
recherche sur I’Allen Brain Atlas, Mouse Brain, nous avons sélectionné trois promoteurs
identifiés comme permettant une expression spécifique dans les aires CA3 et le DG : Spock1,
Prkcd et Cpned. La séquence minimale de 1kb, selon prédiction, de ces promoteurs a été
synthétisée et insérée dans un vecteur AAV contenant la Cheriff-eGFP. De la méme maniére,
nous avons aussi identifié¢ deux promoteurs plus spécifiques de I’aire CA1 (Doc2b et Kenh7).
A leur tour synthétisés, ils ont été insérés dans un vecteur AAV contenant le biosenseur de
BRET de I'IL-1B. Les constructions ont ét¢ validées par séquengage et seront testées

prochainement, soit sur des tranches organotypiques viables, soit éventuellement in vivo.
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15. Perspectives : Etude de la production d’IL-1f neuronale dans
un modele murin KI exprimant le biosenseur de BRET de I’IL-

1p
15.1. Mutagéneése et conception du modele

En paralléle de mes travaux de recherches, 1’équipe a décidé de créer un modele murin
génétiquement modifié exprimant le biosenseur de BRET de I’IL-1B. Dans une souris de fond
génétique C57BI/6J, la séquence codante (ADNCc) pour le biosenseur a été insérée dans le locus
[I-15 a la place des exons 2 et 3. Cette insertion inactive I’expression de I’IL-1B endogene.
L’addition de 2 sites LoxP de part et d’autre de la séquence codante pour le biosenseur permet
d’inactiver conditionnellement 1’expression de la protéine transgénique (figure 55). Ce modele

a été généré par le Centre d’Immunophénomique de Marseille.

Alléle sauvage
Start codon
Stop codon
Allele mutant
Start codon

Stop codon Stop codon

LoxP LoxP
s /— @G

Figure 55 : Représentation schématique de la construction génétique du modéle murin Kl
exprimant le biosenseur de BRET de I'lL-1§

Une souche Knock-in est générée par introduction de I’ADNc codant pour la biosenseur de BRET de
I’IL-1p flanqué par deux sites LoxP, dans le géne endogéne codant pour I’IL-1f a la place des exons 2
et 3.

15.2.  Avantages du modeéle KI

Le premier modele murin rapporteur qui a permis de visualiser le « statut inflammatoire »
directement dans I’animal est appelé IDOL (Iwawaki et al., 2015). Développé par 1’équipe de
Tamamura, ce modéle contient une séquence codante pour une luciférase sous le contréle du
promoteur minimal de I’'IL-1f, insérée juste en amont de la séquence tronquée de I'IL-1f
codante pour les sites de clivages de la caspase-1, suivi d’un motif d’adressage pour la
dégradation par le protéasome. Cette construction a été ensuite insérée par transgénése dans

I’animal. En condition homéostatique, la luciférase produite est suivie du motif de dégradation
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et n’émettra pas de bioluminescence. En condition inflammatoire, la caspase-1 activée clive la
protéine transgénique au niveau des sites de clivages de I’IL-1[ qui relient la luciférase au motif
de dégradation. La luciférase n’étant plus dégradée va émettre de la bioluminescence en
présence de son substrat, qui pourra étre détectée par un systeme adéquat. Grace a cette
construction, les auteurs ont été capables de visualiser indirectement ce qu’ils ont appelé le
« statut inflammatoire » induit par la production d’IL-1pB, par mesure de bioluminescence,
directement in vivo apres injection de LPS. Par comparaison avec le modéle IDOL, la lignée Ki

pour le biosenseur de BRET de I’IL-1f présente plusieurs avantages.

- La NLuc du biosenseur est environ 100 fois plus brillante que la luciférase du modele
IDOL, lui conférant une meilleure sensibilité.

- Entant que mode¢le K1, il contient le promoteur complet de I’IL-1p ainsi que la séquence
compléte qui code pour la cytokine.

- L’excitation directe de la YPet permet d’avoir un reporteur visuel de I’expression de
I’IL-1P dans les tissus.

- L’inactivation conditionnelle de I’alléle muté, par croisement avec un modele exprimant
la Cre recombinase, représente un avantage supplémentaire pour étudier le réle de I’IL-

1B dans un type cellulaire donné.

Par rapport aux modeles cellulaires utilisés dans nos travaux ou I’expression du biosenseur est
induite par transduction, la lignée KI présente 1’avantage d’exprimer le biosenseur de BRET
sous le controle du promoteur endogéne. Cette propriété permet d’éviter toute réaction
inflammatoire potentiellement générée par les approches virales dont nous avons eu recours
pour exprimer ce biosenseur. De plus, les systémes viraux peuvent conduire a des artefacts liés
a la surexpression importante de la protéine transgénique. Nous avons notamment remarqué
qu'une trop forte expression du biosenseur de BRET dans les neurones entrainait un
changement morphologique important des épines dendritiques, arborant une forme semblable
a un filopode. Ces raisons font du modéle murin KI pour le biosenseur de BRET de I’IL-1p un
systeme d’étude de choix dans la compréhension des rdles de cette cytokine, en particulier dans

le SNC.
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15.3. Données préliminaires : caractérisation de la production d’IL-1
dans les macrophages

Les premiers animaux KI ont été générés en fin d’année derniére. Nous avons souhaité dans
un premier temps caractériser si 1/ I’expression du biosenseur était détectable dans les cellules
immunitaires des souris Kl et 2/ si la bio-activité du biosenseur exprimé par les souris Kl est

identique a celles de I’'IL-13 endogéne.

15.3.1.Expression de 1’IL-1B endogéne et du biosenseur de BRET

Ces expériences ont ¢té réalisées par deux membres de 1’équipe (Sandra Pierredon et Margo

Bierry) sur des macrophages dérivés de la moélle osseuse (BMDM).

Les résultats obtenus en immunofluorescence, en Western-blot et par mesure de 1I’expression

de la bioluminescence (figure 56) montrent que :

- L’expression du biosenseur de BRET est détectable uniquement aprés « priming » des
macrophages.

- Les souris hétérozygotes (WT/KI) expriment a la fois le biosenseur de BRET et I'IL-1f3
endogene.

- Chez les souris homozygotes (KI/KI), I’expression du biosenseur de BRET remplace

I’expression de I’IL-13 endogene.
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Figure 56 : Expression de ’IL-1p endogéne ou du biosenseur de BRET de macrophages
provenant des lignées WT, hétérozygote KI/WT et homozygote KI/KI

A : Marquages immunocytochimiques de I’IL-1B (rouge) et de la YPet (vert, noté GFP) dans des
macrophages stimulés ou non avec du LPS et provenant soit d’une lignée WT exprimant uniquement
I’TL-1p endogene (panneau de gauche), soit d’une lignée hétérozygote (KI/WT) co-exprimant la forme
native et le biosenseur (panneau central), soit d’une lignée homozygote (KI/KI) n’exprimant que le
biosenseur de maniére endogene (panneau de droite). Les images du bas (Merge) représentent la fusion
des marquages IL-1B et GFP. Les noyaux cellulaires ont été marqués avec du Hoescht (bleu). B :
Western-Blot des lysats cellulaires de BMDM provenant des trois génotypes mentionnés précédemment
et stimulés avec du LPS. C : Quantification de la bioluminescence émise par la NLuc (A.U) dans des
BMDM provenant des différents génotypes du modéle KI. N=1.
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15.3.2. Maturation et libération de I’IL-1p par les macrophages

La maturation du biosenseur de BRET de I’'IL-1f a également été étudiée sur des BMDM issus
des trois génotypes. Les résultats obtenus en BRET (figure 57A et B) et en Western Blot (figure
57C) montrent que I’ATP (2mM) et la nigéricine (10 uM) entrainent le clivage et la libération
du biosenseur de fagon similaire a celle de I’IL-1B endogene. Par ailleurs, ’inhibition de
I’inflammasome NLRP3 par le MCC950, bloque la maturation de la cytokine. Cette inhibition

est retrouvée sur les trois génotypes.

Les données obtenues en ELISA (figure 57D) confirment également une libération du
biosenseur de BRET apreés une stimulation avec des DAMPs (Nigéricine ou ATP). Cependant
cette libération semble réduite d’environ 50% sur les cellules de génotype homozygote. Ces
résultats sont en contradiction avec ceux obtenus en Western Blot, qui montrent une maturation
similaire du biosenseur et de I’IL-1B endogene et suggerent que la fusion de la YPet en C-
terminal de I’IL-1p pourrait affecter la détection de la forme mature de la cytokine par les

anticorps utilisés dans ce kit ELISA.

Toutes ces données suggerent que les propriétés fonctionnelles du biosenseur exprimées dans

la lignée homozygote (KI/KI) sont identiques a celles de I’IL-13 endogene.
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Figure 57 : Maturation du biosenseur de BRET de I'IL-1p exprimé dans le modéle KI
hétérozygote et homozygote

A-B : BRET en population au cours du temps sur des cultures primaires de BMDM provenant de lignée
hétérozygote (KI/WT, A) ou homozygote (KI/KI, B) exprimant le biosenseur de BRET de I’'IL-1p,
stimulées avec de I’ACSF (courbe noire), 5 uM de nigéricine (courbe rouge), 2 mM d’ATP (courbe
bleue), de ’ACSF + 10 uM de MCC950 (courbre grise), 5 uM de nigéricine + 10 uM de MCC950
(courbe orange) ou 2 mM d’ATP + 10 uM de MCC950 (courbe turquoise). Les résultats sont présentés
sous forme de moyenne + SEM, N=1. C : Western-Blot des surnageants d¢ BMDM provenant d’une
lignée sauvage (WT/WT) ou de lignées hétérozygote (KI/WT) ou homozygote (KI/KI) pour I’expression
du biosenseur de BRET de I’IL-1B en fonction des différents traitements (ACSF, LPS 1pg/mL, LPS +
ATP 2 mM ou LPS + nigéricine 10 uM). D : Graphique représentant la concentration d’IL-1B (en
pg/mL) mesurée dans le surnageants des BMDM provenant de la méme expérience présentée en C. ND :
Non Détecté ; N=1.
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15.4. Perspectives du modele KI dans I’étude de I’IL-1p neuronale

Ce modele murin KI ouvre de nombreuses perspectives pour mieux comprendre le role de I’IL-
1B neuronale en condition physiologique. Premiérement, il nous permettrait d’étudier plus
finement I’expression de la cytokine dans le cerveau. Grace a I’expression de la YPet sur le
biosenseur de BRET, nous pourrions transpariser des cerveaux et amplifier la YPet par
immunomarquage pour, in fine, réaliser une cartographie d’expression du biosenseur dans les
différentes structures cérébrales. Cette cartographie pourrait étre affinée, en déterminant le ou
les types cellulaires exprimant le biosenseur avec des co-marquages de protéines de références
permettant d’identifier les différents types cellulaires du SNC (GFAP pour les astrocytes, Ibal
pour la microglie, Olig2 pour les oligodendrocytes et MAP2 pour les neurones). Nous pourrions
aussi ¢étudier ’expression du biosenseur spécifiquement dans les neurones en culture ou sur
tranches d’hippocampes, en condition basale, mais aussi aprés injection de composés
pharmacologiques (KA, NMDA, DAMPS) ou encore aprés un protocole de stimulation de type
LTP / LTD. Cette lignée n’étant pas un modéle de surexpression du biosenseur, elle nous
permettrait une meilleure visualisation de la localisation subcellulaire de I’'IL-1p au sein des
neurones. Ensuite, ce modele murin apporterait une meilleure compréhension de la maturation
de I’'IL-1pB dans les neurones. En croisant le modéle KI avec un modéle murin exprimant une
channel-rhodopsine dans I’hippocampe, nous pourrions envisager de préparer des tranches
organotypiques de cette structure qui exprimeront alors de maniére endogene, le canal sensible
a la lumiére ainsi que le biosenseur. Par stimulation lumineuse du réseau neuronal dans I’aire
CA3, nous aurions la capacité de visualiser la maturation de I’IL-1f au niveau de I’aire CA1 et
méme dans les autres aires de I’hippocampe. Dans la méme optique, nous pourrions envisager
des protocoles optogénétiques ou électrophysiologiques d’induction de la LTP et/ou de la LTD
sur des tranches aigilies d’hippocampe et visualiser le clivage de la cytokine en enregistrant le
signal de BRET. De méme, pour déterminer quel type de récepteur NMDA est impliqué dans
la maturation de I’IL-1B, nous pourrions croiser le modéle avec une lignée invalidée
spécifiguement pour une sous-unité non obligatoire du récepteur NMDA, appliquer une
stimulation chimique et enregistrer le signal de BRET du biosenseur. Ce modéle nous permet
aussi d’envisager des études de BRET in vivo, dont la technique est en cours de développement
au sein de I’institut. Lors de ces travaux in vivo, il serait possible de visualiser la maturation de
I’IL-1PB en condition basale, ou aprés des stimulations chimiques ou optogénétiques sur animal
¢veillé. Enfin, la présence de sites LoxP dans la modele KI nous permet d’envisager des études

plus larges ou comprendre les roles physiopathologiques de I’IL-1f. Nous aurions la possibilité
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d’invalider conditionnellement I’expression du biosenseur (cKO) dans les neurones et
d’analyser I’impact de I’absence de cette cytokine sur la mémoire et I’apprentissage de la souris,
en condition basale. En condition inflammatoire et/ou pathologique, nous pourrions envisager
une invalidation conditionnelle de 1’expression du biosenseur dans la microglie, mais aussi dans
les astrocytes ou encore dans les neurones. Cette invalidation spécifique pour un type cellulaire
donné nous permettrait de mieux comprendre les roles de I'IL-1B dans des affections
traumatiques, lors d’inflammations stériles de type épileptiques, mais aussi dans des

pathologies neurodégéneératives telles que Alzheimer ou Parkinson par exemple.

En résumé, ce modéle murin KI/KO pour le biosenseur de BRET de I'IL-1p offre de
nombreuses ouvertures pour mieux comprendre les différents réles physiologiques et
inflammatoires de I’IL-1p dans I’organisme, tant au niveau du mode¢le entier par des études in
vivo, qu’in vitro pour caractériser les voies de synthése, de maturation et de libération de 1’IL-
1B dans les différents types cellulaires ; mécanismes encore mal-compris voir inconnus a ce

jour.
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16. Conclusion générale

En conclusion, cette étude est la premiere a caractériser en condition non inflammatoire la
capacité des neurones excitateurs de I’hippocampe a synthétiser, maturer et libérer de I’IL-1f3
suite a une activité neuronale soutenue. Ces travaux montrent que ce clivage s’effectue
indépendamment de I’inflammasome et de la caspase-1 et s’opére apres activation de récepteurs
NMDA, vraisemblablement composés des sous-unités GluN2A et GIluN2B. L’identification de
la protéase et de la voie de signalisation impliquée dans la maturation de I’IL-13 neuronale reste
a découvrir mais les données obtenues par étude des interactomes de la cytokine au sein des
neurones excitateurs corticaux ouvrent de nouveaux champs d’investigations pour essayer de
mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la production d’IL-1B mature par les

neurones.

Les premiers résultats obtenus au laboratoire concernant la caractérisation du modéle Kl sont
encourageants. Des expériences d’immunophénotypages de la souris ont été réalisées en
parallele par le CIPHE et les premiers résultats semblent valider cette lignée comme modele
d’étude de I’IL-1p. A terme, cette lignée murine pourrait étre un modéle de choix pour mieux
comprendre les roles de I’[L-1p tant en condition physiologique que pathologique, dans le

systéeme périphériqgue comme dans le systéme nerveux central.
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Résumé

L’interleukine-1 beta (IL-1p) est une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans I’initiation de
I’inflammation. Dans les cellules immunitaires, cette cytokine est synthétisée sous la forme
d’un précurseur immature (pro-IL-1P) et nécessite un clivage enzymatique pour devenir
biologiquement active. Pendant des décennies, il était admis que le réle de I’IL-1p se limitait a
la régulation des processus inflammatoires. Cependant, un nombre croissant d’évidences
supporte 1’idée, qu’en condition homéostatique, des cellules non-immunitaires du systéme
nerveux central (SNC) peuvent exprimer et/ou étre réactives a 1I’IL-1B. Entre autres, cette
cytokine est capable de moduler I’activité synaptique et la plasticité des réseaux a la suite d’une
activité neuronale soutenue. Ces effets sont médiés par les récepteurs a I’IL-1, exprimés au
niveau des épines dendritiques, qui peuvent interagir physiquement et fonctionnellement avec
les récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA). Basé sur ces observations, nous avons cherché
1/ & caractériser le type cellulaire capable de produire de I’IL-1p en condition homéostatique
dans le SNC et 2/ a décrypter les mécanismes cellulaires impliqués dans la maturation et la
libération de cette cytokine.

Dans cette étude, 1I’expression de I’IL-1p a été analysée dans I’hippocampe de souris grace au
RNAscope, une technique d’hybridation in situ. L’ARNm de I’'IL-1p a été détecté dans les
neurones pyramidaux de I’hippocampe, et plus précisément au niveau du gyrus denté et de 1’aire
Cornu Ammonis 1 (CA1l). En condition homéostatique, environ 40% des neurones de 1’aire
CA1l expriment en moyenne 0.7 molécules d’ARNm codant pour I’'IL-1B. Nous avons
également utilisé un biosenseur de BRET permettant de suivre dans le temps et dans 1’espace
la maturation de I’IL-1f. Exprimé dans les neurones excitateurs de I’hippocampe en culture,
cet outil nous a permis d’identifier qu’une activité neuronale soutenue conduit a la maturation
et a la libération de cette cytokine par les neurones. Bien que nos données montrent également
que I’IL-1B neuronale est préferentiellement localisée dans les épines dendritiques, la détection
des signaux de BRET en microscopie montre que le clivage de cette derniére peut avoir lieu
indifféremment dans le corps cellulaire, les dendrites ou les épines dendritiques. La maturation
de I’'IL-1B est gouvernée par I’activation des récepteurs NMDA et implique les sous-unités
GIuN2A et GIuN2B. Enfin, en couplant la technologie de marquage de proximité par
biotinylation a I'aide de I'enzyme APEX2 et une analyse par spectrométrie de masse, nous avons
identifi¢ des protéines associées a I’IL-1P dans les neurones en condition basale et apres
I’activation des récepteurs NMDA. Nos travaux ont identifié une protéase potentiellement
responsable de la maturation de 1’IL-1f neuronale et montrent un enrichissement en protéines
impliquées dans le transport vésiculaire et les mécanismes d’exocytoses suite a la stimulation
NMDA.

Ces résultats montrent que les neurones excitateurs de I’hippocampe sont capables de
synthétiser, de maturer et de libérer de I’IL-1P en condition non-inflammatoire dans le SNC.
L’ensemble des outils développés durant cette thése permettront de décrypter les mécanismes
cellulaires associés aux fonctions de I’IL-1B en conditions physiologiques dans le SNC mais
pourront également servir pour mieux caractériser ’implication de cette cytokine dans
différents processus physio-pathologiques a travers 1’organisme.
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Abstract

Interleukin-1 beta (IL-1PB) is a pro-inflammatory cytokine involved in the initiation of
inflammation. In immune cells, this cytokine is synthesized as an immature precursor (pro-IL-
1B) and requires enzymatic cleavage to become biologically active. For decades, it was thought
that the role of IL-1p was limited to the regulation of inflammatory processes. However, a
growing number of evidence supports the idea that, under homeostatic conditions, non-immune
cells of the central nervous system (CNS) can express and/or be reactive to IL-1B. Among other
things, this cytokine can modulate synaptic activity and network plasticity following sustained
neuronal activity. These effects are mediated by IL-1 receptors, expressed at dendritic spines,
which can physically and functionally interact with N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors.
Based on these observations, we sought 1/ to characterize the cell type capable of producing
IL-1B under homeostatic conditions in the CNS and 2/ to decipher the cellular mechanisms
involved in the maturation and release of this cytokine.

In this study, IL-1p expression was analyzed in mouse hippocampus using RNAscope, an in-
situ hybridization technique. IL-1p mRNA was detected in hippocampal pyramidal neurons,
specifically in the dentate gyrus and Cornu Ammonis 1 (CAl) areas. Under homeostatic
conditions, approximately 40% of CAL neurons express on average 0.7 molecules of mRNA
encoding IL-1B. We also used a BRET biosensor to track IL-1B maturation in time and space.
Expressed in cultured hippocampal excitatory neurons, this tool allowed us to identify that
sustained neuronal activity leads to the maturation and release of this cytokine from neurons.
Even if our data also show that neuronal IL-1p is preferentially localized in dendritic spines,
the detection of BRET signals by microscopy shows that IL-1p cleavage can also occur
indifferently in the cell body, dendrites or dendritic spines. IL-1B maturation is governed by
NMDA receptor activation and involves the GIuUN2A and GIuN2B subunits. Finally, by
coupling biotinylation proximity labeling technology using the APEX2 enzyme and mass
spectrometry analysis, we identified IL-1p-associated proteins in neurons in basal condition and
after NMDA receptor activation. Our results identified a protease potentially responsible for
neuronal IL-1B maturation and show an enrichment in proteins involved in vesicular transport
and exocytosis mechanisms following NMDA stimulation.

These results show that hippocampal excitatory neurons can synthesize, mature and release IL-
1B under non-inflammatory conditions in the CNS. All the tools developed during this thesis
will allow to decipher the cellular mechanisms associated with the functions of IL-1 under
physiological conditions in the CNS but can also be used to better characterize the involvement
of this cytokine in various physio-pathological processes throughout the organism.
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