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BMP : Basic myelin protein

BMT : Greffe de moelle osseuse

Ca**/CaM : Ca**/calmoduline

CaMKIl : Ca**/calmoduline-
dependent protein kinase

CaMKIV : Ca**/calmoduline-
dependent protein kinase IV

CBP : CREB binding protein

Cdc42 : Cell division cycle 42

CLASP : Cytoplasmic linker
associated protein

CLIP : Cytoplasmic linker protein

CMHI : Complexe majeur
d'histocompatibilité de classe |

CMHII : Complexe majeur
d'histocompatibilité de classe I

CPA : Cellule présentatrice
d'antigéne

CR3 : Récepteur au complément 3

CRE : cAMP response element

CREB : cAMP response element-
binding protein

CRMP2 : Collapsin response
mediator protein

CTLAA4 : Cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4

CX3CL1:CXC3 ligand 1
CX3CR1 : CX3C chemokine receptor
1

CXCR4 : CXC chemokine receptor 4

DAG : Diacylglycerol

DAMP : Danger-associated
molecular pattern

DAP12 : DNAX activation protein of
12 kDa

DG : Gyrus denté

DHPG : Dihydroxyphenylglycine

EIG : Early-immediate genes

E-LTP : Phase précoce de la LTP

ERK : Extracellular signal-regulated
kinase

GABA : Acide-y-aminobutyrique

GADS : GRB2-related adaptor
protein

GAP : GTPase activating protein

GDP : Guanosine diphosphate

GEF : Guanine nucleotide exchange
factor

GFAP : Glial fibrillary acidic protein

GluA : Sous-unité des récepteurs
AMPA

GluK : Sous-unité des récepteurs
kainates

GluN : Sous-unité des récepteurs
NMDA

GRB2 : Growth factor receptor
binding protein 2

GSK-3BE: Glycogen synthase kinase
3 beta

GTP : Guanosine triphosphate

Hoxb8 : Homeobox B8
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Ibal : lonized calcium-binding
adapter moleculel

IDO : Indoléamine 2,3-dioxygénase

IGF-1 : Insulin-growth factor 1

iGIuR : Récepteur au glutamate
ionotropique

IL-10 : Interleukine 10

IL-12 : Interleukine 12

IL-1B : Interleukine 1 beta

IL-4 : Interleukine 4

IL-6 : Interleukine 6

IFNYy : Interferon gamma

iNOS : Inducible NO synthase

IP3 : Inositol triphosphate

ITAM : Immunoreceptor tyrosine-
based activation motif

ITIM : Immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif

JNK : Jun kinase

KIR : Killer-cell immunoglobulin-like
receptor

LAT : Linker of activated T cells

Lck : Lymphocyte specific protein
tyrosine kinase

LCS : Labyrinthe en croix surélévé

LGN : Noyau latéral géniculé

LIMK1 : LIM domain kinase 1

L-LTP : phase tardive de la LTP

LT : lymphocyte T

LTD : Dépression a long terme

LTP : Potentialisation a long terme

M1 : Macrophage/microglie de type
1

M2 : Macrophage/microglie de type
2

MAGUK : Membrane-associated
guanylate kinase

MAP : Microtubule-associated
protein

MAPK : Mitogen-associated protein
kinase

MB : Matiére blance

MECP-2 : Methyl CpG binding
protein 2

mEPSC : Miniature excitatory
postsynaptic current

MGIuR : Récepteur métabotropique
au glutamate

MOG : Myelin oligodendrocyte
glycoprotein

MPTP : 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tétrahydro pyridine

MTOC : Centre organisateur des
microtubules

MWM : Piscine de Morris

NAPDH : Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate

NCK : Non-catalytic region of
tyrosine kinase

NF70 : Neurofilament de 70kDa

NFAT : Nuclear factor of activated T-
cells

NF-KB : Nuclear factor-kappa B

NGF : Neuronal growth factor

NK : Cellule natural killer

NMDA : Acide-N-methyl-D-
aspartatique

NO : Nitric oxyde

NT : Neurotrophine

PAK : p21-activated kinase

PAMP : Pathogen-associated
molecular pattern

PC : Plaque corticale

PD-L1 : Programmed cell-death
ligand 1

PI3K : Phosphoinositol 3 kinase

PICK1 : Protein interacting with
protein kinase C alpha

PIP2 : Phosphatidyl-inositol-
diphosphate

PirB : Paired immunoglobulin-like
receptor B

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PKMC : Protéine kinase M zeta

PLC : Phospholipase C

PP1 : Protéine phosphatase 1

PP2 : Protéine phosphatase 2

PRR : Pattern recognition receptors

PSD : Densité postsynaptique

PSD95 : Postynaptic density protein
95
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PT : Prolongement de traine

Pte : Prolongement de téte

Rac 1 : Ras-related C3 botulinum
toxin substrat 1

RAG : Recombination activating
gene

Ras-GRF1 : Ras-protein-specific
guanine nucleotide-releasing
factor 1

RAWM : Test de la piscine a 6 bras

Rho A : Ras homologous member A

Rho GTPase : Ras-homologous
guanine triphosphatases

SAP102 : Synapse-associated
protein 102

SAP97 : Synapse-associated protein
97

SCID : Severe Combined
Immunodeficiency

SDF-1 : Stromal derived factor 1

sEPSC : Spontaneous excitatory
postsynaptic current

SH2 : Src homolgy 2

SHP1 : Src homology protein
tyrosine phosphatase 1

SHP2 : Src homology protein
tyrosine phosphatase 2

S| : Systéme immunitaire

SLP76 : SH2 domain containing
leukocyte protein of 76 kDa

SNC : Systeme nerveux central

SOCS3 : Suppressor of cytokine
signaling 3

STAT : Signal transducers and
activators of transcription

Syk : Spleen tyrosine kinase

TARP: Transmembrane AMPA
receptor regulating protein

TCR : Récepteur des lymphocytes T
TGFB : Transforming growth factor
beta

TLR : Toll-like receptor

TNFo : Tumor necrosis factor alpha
TREM2 : Triggering receptor
expressed on myeloid cells 2

TrkB : Tyrosine receptor kinase B
TSB : Test de sursaut au bruit

VASP : Vasodilator stimulated
phosphoprotein

VEGF : Vascular endothelial growth
factor

WASP : Wiskott-Aldricht syndrome
protein

WAVE : WASP-family verpolin-
homologous protein

ZAP-70 : zeta associated protein 70
ZI : Zone intermédiaire

ZM : Zone marginale

ZSV : Zone sous-ventriculaire

ZV : Zone ventriculaire
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Avant propos

AVANT PROPOS

Le systéme nerveux central (SNC) et le systéme immunitaire (SI) sont deux systémes majeurs
et complexes avec des fonctions distinctes mais partageant de nombreuses similitudes au niveau
développemental mais aussi au niveau du fonctionnement. De plus, ces deux systémes sont capables
d’agir 1’un sur autre : le SNC est capable de moduler les réponses du SI adaptatif et le SI est un

régulateur de certaines fonctions du SNC, notamment au niveau comportemental.

Une caractéristique développementale commune du SNC et du SI est ’importance du phénomeéne
d’apoptose. Dans les deux systémes, la quantité initiale de cellules formées excéde le nombre de
cellules présent dans le systéme mature. Dans le SI, les lymphocytes T qui ne rempliraient pas leur
fonction sont éliminés au cours des sélections positive et négative. Durant le développement neuronal,
les neurones excédentaires qui n’ont pas été inclus correctement dans le réseau neuronal seront, eux

aussi, éliminés par apoptose.

Au niveau mécanistique, les deux systémes utilisent un mode de communication commun, par
I’intermédiaire de structures membranaires spécialisées appelées synapses. La synapse correspond a
un systeme spécifique et local de communication finement régulé entre deux cellules, permettant
I’agrégation spécifique de complexes moléculaires (récepteurs et molécules de signalisation)
permettant la transmission d’informations d’une cellule a une autre. De plus, le SNC et le SI sont
capables d’agir a distance de leur lieu d’origine, les neurones projetant leurs axones sur de longues
distances et les cellules de I’immunité migrant vers le site d’intérét. Les deux systémes sont aussi
particulierement plastiques. Suivant les signaux environnementaux pergus, les cellules immunitaires et

nerveuses modifient leur réponse par I’expression ou la sécrétion de molécules appropriées.

De plus, les deux systémes sont en interaction, de maniere bidirectionnelle. Le SI régule certaines
fonctions du SNC par des molécules médiatrices, notamment les cytokines. Ces interactions
apparaissent importantes pour la cognition. En conditions inflammatoires et pathologiques, les cellules

de 'immunité peuvent étre recrutées au niveau du SNC ou elles vont interagir et modifier les cellules
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Avant propos

gliales et neuronales. A I’inverse, le SNC régule le SI a deux niveaux : grace au systéme nerveux
périphérique qui innerve les organes lymphoides ou il peut sécréter des facteurs régulant I’initiation et
la polarisation de la réponse immunitaire, mais aussi lorsque les cellules immunes infiltrent le
parenchyme cérébral. En effet, au cours d’une inflammation, 1’activit¢ des cellules de I’'immunité
infiltrées peut étre modulée par les cellules du cerveau, qui peuvent restreindre ou stimuler la réponse

Immunitaire.

Les similitudes de mécanismes cellulaires et les interactions existant entre le SNC et le SI sont
corrélées a I’existence d’un répertoire moléculaire commun aux deux systémes. Hormis les cytokines
et les chimiokines, dont les fonctions dans les deux systémes sont assez bien connues et seront peu
abordées dans cette thése, 1’expression et la fonction au niveau du SNC de molécules relatives a
I’immunité adaptative, et en particulier celles impliquées dans l’activation lymphocytaire restent
moins décrites et les études récentes sur ce sujet mettent en évidence des rdoles majeurs de ces
molécules sur le développement et la plasticité cérébrale. L’étude de la fonction cérébrale de ces
molécules est particulierement importante pour appréhender les mécanismes d’interaction entre les
deux systémes, et de ce fait, comprendre et prendre en compte les effets neurologiques parfois majeurs

que peuvent avoir des traitements ciblant le SI sur le SNC.

L’objectif général de cette thése est de caractériser les fonctions de la molécule CD3C et de la voie
de co-stimulation CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte antigen4)/CD80-CD86 sur certains stades du

développement neuronal et la plasticité cérébrale.

Dans I’introduction, j’aborderai tout d’abord les grandes étapes du développement neuronal en me
focalisant sur les étapes précoces de formation des prolongements neuronaux. Dans une seconde
partie, je traiterai des différentes formes de plasticité cérébrale et détaillerai les mécanismes
moléculaires de la potentialisation a long terme. Enfin, dans une troisiéme partie, j’exposerai le role
des cellules de I’'immunit¢ et de [’expression cérébrale de molécules dites immunes sur le
développement et la plasticité cérébrale. L’introduction se terminera par la présentation des éléments

majeurs étudiés au cours de cette thése que sont CD3( et la voie CTLA4/CD80-CD86.

14



INTRODUCTION

15



Introduction : Le développement neuronal

INTRODUCTION

I- Le Développement Neuronal

Avant de former un réseau fonctionnel, les neurones doivent franchir plusieurs étapes successives,
de la neurogéneése a la maturation fonctionnelle en passant par leur migration et leur différenciation.
Cette partie a pour objectif de décrire brievement les différentes étapes du développement neuronal et
d’approfondir spécifiquement celles étudiées au cours de ma thése, qui sont les étapes précoces de la

polarisation neuronale.

A- Généralités

Un réseau neuronal fonctionnel est constitué principalement de neurones polarisés établissant des
connexions entre eux via des structures appelées synapses. La polarisation neuronale est a la fois
morphologique et fonctionnelle. A I’état mature, les neurones présentent deux compartiments : un long
et fin axone riche en vésicules permettant la transmission de signaux, et une ou plusieurs dendrites
plus courtes et épaisses, contenant les récepteurs permettant la réception de ces signaux. La
polarisation neuronale représente ainsi une étape majeure du développement neuronal. C’est durant

cette étape que le neurone va acquérir tous les éléments nécessaires a la mise en place du réseau.

L’étude de la polarisation neuronale a pris son essor via les modeles de culture de neurones in
vitro, notamment la culture de neurones hippocampiques décrite par 1’équipe de Banker au début des
années 90 (Dotti et al., 1988). Les cinq différentes étapes de la polarisation des neurones ont ainsi pu
étre décrites précisément (figure 1). Suite a leur dissociation a partir de cerveau embryonnaire de
rongeur, les neurones hippocampiques forment dans un premier temps une fine membrane appelée
lamellipode puis de nombreuses extensions trés fines appelées filopodes (étape 1). Aprés quelques
heures, de nombreux neurites immatures ou prolongements mineurs se développent (étape 2). Ces
neurites, qui possedent a leur extrémité des structures mobiles appelées cones de croissance, sont de

morphologie identique et suivent un processus d’allongement/rétractation répété et aléatoire qui n’est
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possible que par le remaniement continuel du cytosquelette. Un de ces neurites immatures commence
a s’étendre plus rapidement et devient beaucoup plus long que les autres, c’est la différenciation
axonale (étape 3). Les autres neurites continuent de suivre leur processus d’allongement/rétraction et
maintiennent leur longueur avant de se différencier en dendrites au bout de quelques jours (étape 4).
Apres une semaine de culture environ, les neurones établissent les premiers contacts synaptiques entre
les filopodes dendritiques et les terminaisons axonales créant ainsi un réseau neuronal fonctionnel

(étape 5).

Figure 1: Etablissement de la polarisation des neurones hippocampiques in Vitro. Représentation
schématique de la polarisation neuronale de neurones hippocampiques de rat. Quelques minutes apres
ensemencement, les neurones forment une fine membrane appelée lamellipodes (Etape 1). De la vont se former
des filopodes puis des neurites immatures (Etape 2). De ces neurites indifférenciés, ['un va former [’axone
(Etape 3) alors que les autres se développeront ultérieurement en dendrites (Etape 4), cassant ainsi la symétrie
morphologique. Au-dela d’une semaine de culture in vitro, les neurones créent des connexions synaptiques entre
épines dendritiques et terminaisons axonales pour former un réseau neuronal fonctionnel (Etape 5). Adapté de
Tahirovic and Bradke, 2009.

Dans ces modéles de cultures in vitro, la dissociation des neurones avant ensemencement entraine
la perte des prolongements existants et, ainsi, la polarisation s’effectue a partir d’une cellule
artificiellement dépolarisée. De plus, les modéles de culture ne prennent pas en compte les contraintes
environnementales, a la fois physique et biologique, du neurone in vivo qui ont été décrites comme
importantes (Arimura and Kaibuchi, 2007; Fass and Odde, 2003). Les avancées technologiques telles
que 1’électroporation in et ex utero ont permis d’investiguer la polarisation des neurones in vivo

notamment les neurones corticaux (Hand et al., 2005; Hatanaka and Murakami, 2002). Plusieurs
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¢tudes ont ainsi pu mettre en évidence que I’acquisition de la polarité neuronale s’effectuait au cours
de la migration des neurones (figure 2). Apres la neurogénése (Etape 1), les neurones vont adopter une
morphologie multipolaire (Etape 2) puis commencer leur migration le long des cellules de la glie
radiaire. Durant cette migration, les neurones pyramidaux présentent une morphologie bipolaire (Etape
3) avec un prolongement apical, appelé prolongement de traine, qui deviendra 1’axone et un
prolongement basal, appelé prolongement de téte, qui donnera les dendrites (Etape 4) (Polleux and
Snider, 2010). Une fois arrivé a leur emplacement définitif, les neurones vont pouvoir former des

connexions synaptiques (Etape 5).

Figure 2 : Polarisation neuronale in vivo. L émergence de [’axone (A) des neurones du néocortex se produit au
cours de la migration radiaire au sein de la zone intermédiaire (ZI) a partir du prolongement de traine (PT).
L’émergence de la dendrite (D) a lieu, quant a ell e, a la fin de la migration radiaire a partir du prolongement
de téte (PTe). ZM : zone marginale ; PC : plaque corticale; ZSV : zone sous-ventriculaire; ZV : zone
ventriculaire ; MB : matiere blanche ; 1-6 : couches du cortex. Adapté de Polleux and Snider, 2010.

Au cours de ma these, je me suis intéressé particuliérement aux étapes précoces du développement
neuronal avec la formation et 1’élongation des premiers neurites. Je ne décrirai donc que ces étapes de

la polarisation neuronale.
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B- Emergence des premiers neurites

La croissance neuritique a été décrite pour la premiére fois par Ramon Y Cajal a la fin du XIXeéme
siecle dans son étude sur les neurones embryonnaires de poulet. Alors que les axones et dendrites sont
facilement nommés neurites du fait de leur longueur, la définition des neurites « mineurs » est plus
compliquée. Delmelt et Halpain ont défini les neurites comme étant des protrusions fines, capables de
s’allonger, contenant une architecture microtubulaire et possédant a leur extrémité un cone de

croissance riche en actine (Dehmelt and Halpain, 2004).

La croissance des neurites est plutdt bien connue et sera décrite dans le prochain paragraphe, mais
la premiére étape, dont on ne connait encore que peu de choses, est I’émergence des premiers neurites.
En effet, les neurones en culture présentent une morphologie sphérique a I’ensemencement d’ou va
émerger un, puis plusieurs neurites (Dotti et al., 1988) (figure 3). Il en est de méme in vivo ou les
neurones post-mitotiques présentent une morphologie sphérique avant de voir naitre les premiers
prolongements (Polleux and Snider, 2010). Le site d’émergence du premier neurite semble important
puisqu’il détermine le site d’initiation du second neurite (qui apparaitra du co6té diamétralement
opposé au premier) créant ainsi le phénotype bipolaire présenté par les neurones durant leur migration
in vivo (Anda et al., 2008). De plus, ces premiers neurites sont importants pour la suite de la
polarisation neuronale puisqu’il a ét¢ montré que dans 94% des cas, I’axone se différencie a partir du

premier ou du second neurite émergeant (Anda et al., 2008).

Figure 3 : Emergence des premiers neurites in vitro. Développement des premiers neurites a partir d'un
neurone hippocampique isolé visualisé par vidéomicroscopie. Le premier neurite va émerger a partir d’un
neurone sphérique, et sera suivi par ['émergence d’un second neurite, dont le site d’initiation sera
diamétralement opposé au site d’initiation du premier neurite. Adapté de Menchon et al., 2011.
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Il est aujourd’hui accepté que 1’émergence du premier neurite fait appel a des facteurs a la fois
externes et internes & la cellule (Da Silva and Dotti, 2002). En effet, des gradients de molécules
d’adhésion (intrégrines et cadhérines), de molécules sécrétées (facteurs neurotrophiques) ou de
molécules de la matrice extracellulaire (reelin) vont influencer la migration et la polarisation du
neurone in vivo et in vitro (Dent et al., 2007; Gértner et al., 2012a; Hoe et al., 2009; Labelle and
Leclerc, 2000). Cependant, les neurones isolés en culture sont capables de développer un neurite a
partir d’une cellule sphérique en 1’absence de gradient moléculaire montrant ainsi 1’implication de

facteurs intrinséques a la cellule permettant I’initiation du premier neurite (Dotti et al., 1988).

Au niveau intracellulaire, I’émergence du bouton neuritique fait appel & des modifications du
cytosquelette d’actine. En effet, des études récentes ont montré que les neurites émergeaient via des
structures riches en actine que sont les lamellipodes et filopodes (Dent et al., 2007; Flynn et al., 2012).
De plus, les molécules Ena/VASP (Vasodilator stimulated phosphoprotein) mais aussi ADF (Actin
depolymerizing faction)/Cofiline, impliquées dans la régulation du cytosquelette d’actine, ont été
identifiées comme médiatrices de 1I’émergence du premier neurite, montrant ainsi I’importance de la
réorganisation du cytosquelette d’actine dans 1’émergence des neurites (Flynn et al., 2012;
Kwiatkowski et al., 2007). Il a ét¢ montré que la combinaison d’une diminution de la densité¢ de
I’actine avec un envahissement des filopodes par les microtubules entrainait 1’élargissement du

filopode.

Une étude de 1’équipe de Carlos Dotti a montré que le centrosome et 1’appareil de Golgi étaient
localisés de maniére asymétrique dans le cytoplasme des neurones hippocampiques et se situaient
préférentiellement du c6té du site d’initiation du premier neurite, suggérant ainsi I’importance de ces
structures dans 1I’émergence du premier neurite (de Anda et al., 2005). Cependant, des études réalisées
notamment chez la drosophile mais aussi chez le rat sont venues remettre en cause ces résultats en
montrant que des défauts d’assemblage ou I’ablation du centrosome par laser n’empéchaient pas la
formation des neurites (Ge et al., 2010; Stiess et al., 2010). De plus, des analyses poussées de

microscopie ont mis en évidence que la localisation du centrosome et de I’appareil de Golgi au niveau

20



Introduction : Le développement neuronal

du site d’émergence du premier neurite n’apparaissait qu’aprés les premiéres déformations de la

membrane associées a I’émergence du neurite (Gértner et al., 2012a).

A ce jour, I’événement le plus précoce observé avant I’émergence du premier neurite est
I’accumulation de molécules d’adhésion au niveau du futur site d’initiation du neurite. Carlos Dotti et
ses collaborateurs ont proposé un modele selon lequel le neurone sphérique présenterait des
microdomaines membranaires différents du reste du neurone de part leur composition et/ou
’organisation des récepteurs (Da Silva and Dotti, 2002). Des analyses réalisées a la fois in vivo et in
vitro chez la drosophile et le rat semblent confirmer ce mode¢le. En effet, elles ont montré qu’il y avait
une accumulation spécifique de molécules d’adhésion, et notamment de N-cadhérine, au niveau du site
d’initiation du futur neurite avant toute modification membranaire (Gértner et al., 2012a; Pollarolo et
al., 2011). Elles ont aussi montré que, secondairement a 1’agrégation de N-cadhérine, le centrosome et
I’appareil de Golgi étaient recrutés au niveau du site d’émergence du premier neurite par
I’intermédiaire de 1’activation de la voie PI3K (Phosphoinositol 3 kinase) (figure 4) (Gértner et al.,

2012a).

Figure 4 : Modéle de ’émergence du premier neurite. Le neurone sphérique présente des agrégats de N-
cadhérine qui vont marquer le site d’initiation du premier neurite. En présence de signaux extracellulaires, il va
y avoir orientation de ces agrégats qui vont initier |’émergence du premier neurite et engendrer le recrutement
du centrosome et de I’appareil de Golgi au sein du site d’émergence. Adapté de Gdrtner et al., 2012b.
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C- Elongation des neurites

1- Structures cellulaires impliquées dans I'émergence et

I’élongation des neurites.

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’émergence mais aussi 1’élongation des neurites se
fait grace a des domaines cellulaires riches en actine que sont, les filopodes, lamellipodes et cones de

croissance.

a- Les lamellipodes et filopodes

Les lamellipodes et filopodes sont des structures riches en actine localisées tout autour de la
cellule lors de I’initiation des neurites et sont retrouvés par la suite au sein du cone de croissance
(figure 5). Les lamellipodes, fines membranes planes, contiennent des filaments d’actine (actine-F)
ramifiés et les filopodes, protrusions ressemblant a un doigt, sont constitués d’agrégats d’actine-F
paralléles non ramifiés. Les filopodes sont extrémement mobiles, ils s’allongent et se rétractent

rapidement et continuellement en réponse a I’environnement qu’ils explorent.

Figure 5 : Immunomarquage de I’actine-F dans
un cone de croissance neuritique. Le marquage de
l’actine-F permet la visualisation des structures
riches en actine que sont les filopodes et les
lamellipodes. Adapté de Dent et al, 2011.

b- Le cone de croissance

Le cone de croissance, présent aux extrémités des neurites, est un compartiment cellulaire tres
mobile. Cette structure permet la croissance du neurite en associant la perception de signaux
environnementaux a des modifications cytosquelettiques (Lowery and Vactor, 2009; Vitriol and
Zheng, 2012). Le cone de croissance peut étre décomposé en trois parties, une partie périphérique
hautement dynamique et riche en actine-F, contenant des lamellipodes et filopodes (domaine P), une

région centrale constituée de microtubules, de vésicules et d’organelles (domaine C) et ces deux
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parties sont séparées par une région transitoire composée a la fois de filaments d’actines et de

microtubules (domaine T) (figure 6).

Figure 6 : Structure du céne de croissance. Le cone de croissance est organisé en 3 régions distinctes : le
domaine périphérique (domaine P) riche en actine-F sous forme de filaments agrégés dans les filopodes et sous
forme de mailles dans les lamellipodes, le domaine transitoire (domaine T) contenant des filaments d’actine sous
forme d’arcs et des microtubules, et le domaine central (domaine C) riche en organelles et en microtubules.
Adapté de Lowery and Vactor, 2009.

2- Mécanismes cellulaires de I’élongation neuritique

Le cytosquelette, composant les structures décrites précédemment, est primordial puisqu’il permet
1’établissement et le maintien des prolongements neuronaux (Stiess and Bradke, 2011). L’actine-F et
les microtubules ont des propriétés fonctionnelles uniques leur permettant d’établir et de réguler la
polarité des neurones, mais aussi d’autres types cellulaires polarisés (Li and Gundersen, 2008).
L’interaction coordonnée entre le cytosquelette d’actine et les microtubules est essentielle et
primordiale pour I’extension des neurites (Schaefer et al., 2008). Les filaments d’actine et les
microtubules sont des polymeéres polaires composés pour 1’actine de monomeres d’actine globulaire
(actine-G) capables de lier et d’hydrolyser I’ATP (Adénosine triphosphate), et, pour les microtubules,
de sous-unités hétérodimériques de tubuline o et B liant et hydrolysant le GTP (Guanosine
triphosphate). La polarisation résulte de ’association de ces sous-unités protéiques de manicre
hélicoidale qui s’alignent toutes dans la méme direction. Ainsi ’actine-F et les microtubules possédent
deux extrémités distinctes, barbées et pointues pour I’actine-F ; positives et négatives pour les

microtubules (figure 7).
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Figure 7 : Propriétés fondamentales des filaments d’actine et des microtubules. (4) Représentation
schématique d’un filament d’actine. Les filaments d’actine, composés de sous-unités orientées toutes dans la
méme direction, présentent deux extrémités distinctes (barbée et pointue). La vitesse de dissociation et le type de
monomere d’actine fixé différent suivant [’extrémité. (B) Représentation schématique d’un microtubule. Les
microtubules sont constitués de sous-unités off hétérodimeériques toutes orientées dans la méme direction. Ils
présentent deux extrémités différentes (positive et négative). A la fois pour ’actine et les microtubules, les
protéines motrices, myosine (A), kinésines et dynéines (B) se déplacent de maniére unidirectionnelle le long du
filament. Adapté de Li and Gundersen, 2008.

Dans le cone de croissance, les extrémités barbées de ’actine-F a croissance rapide, sont orientées
vers la périphérie du cone de croissance alors que les extrémités pointues, a croissance lente, sont
orientées vers la base du cone de croissance. La dynamique des filaments d’actine est due a une
balance entre I’intégration continuelle de sous-unités d’actine-G couplée & ’ATP au niveau des
extrémités barbées et la dissociation des sous-unités d’actine-G liée a I’ADP (Adénosine diphosphate)
au niveau des extrémités pointues. A la maniére d’un tapis roulant, il existe un flux constant de
monomeres d’actine qui permet 1’avancée du filament. Ce mécanisme est modulé par de nombreuses
protéines comme la myosine et les régulateurs de I’actine (Dent et al., 2011; Vitriol and Zheng, 2012).
Concernant les microtubules, la polymérisation, qui nécessite 1’hydrolyse du GTP en GDP (Guanosine
diphosphate), s’effectue au niveau du pole positif orienté vers la zone transitoire du cone de croissance
tandis que la dépolymérisation a lieu au niveau du pole négatif, généralement ancré dans le
centrosome ou dans d’autres centres organisateurs des microtubules (MTOC). Le mécanisme de
régulation de la dynamique des microtubules s’appuie sur des phénomeénes de

stabilisation/déstabilisation de 1’organisation des microtubules (Geraldo and Gordon-Weeks, 2009).
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L’élongation du cone de croissance, permettant la pousse des neurites, se déroule en trois étapes :
protrusion, engorgement et consolidation (figure 8). La protrusion s’opére par 1’élongation rapide des
dendrites ou de 1’axone via la polymérisation de 1’actine-F. Cette protrusion est par la suite envahie
pas les microtubules, amenant dans leur sillage des vésicules membranaires et des organelles. Cette
étape est dite d’engorgement. La consolidation, qui vise a stabiliser le systéme, se produit une fois que
I’actine-F entourant les microtubules disparait, permettant a la membrane plasmique d’entourer le
réseau de microtubules. Ces trois étapes se répétent dans cet ordre et permettent I’¢longation des
prolongements neuronaux (Dent et al., 2011). L’élongation neuritique fait donc appel a une régulation

fine de ’actine et des microtubules.

Figure 8 : Etapes de 1’élongation du cone de croissance.
Trois étapes de croissance régissent [’élongation neuritique.
La protrusion est [’extension rapide du cone de croissance,
suivie par [l’invasion des microtubules, des vésicules
membranaires et des organelles (engorgement). Enfin, la
consolidation permet la stabilisation des microtubules et la
formation du neurite. Adapté de Dent and Gertler, 2003.

a- Régulation de l'actine

Les protéines associ¢es a I’actine sont importantes pour la régulation du stock d’actine dans la
cellule. Elles permettent de réguler la polymérisation et d’organiser spatialement les filaments. Elles
sont a leur tour contrdlées par des protéines régulatrices qui s’insérent dans un réseau complexe
interagissant avec toute la cellule. Plus d’une centaine de protéines ont été décrites comme protéines
accessoires du cytosquelette d’actine permettant d’engendrer une réponse dynamique et adaptée de
I’actine a I’environnement cellulaire (Pollard and Cooper, 2009). Parmi ces protéines, il existe des

protéines dites de nucléation (Arp2/3 et formine) dont le role est d’initier la polymérisation, des
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protéines de séquestration (profiline) qui permettent la régulation de la quantité d’actine-G dans le

cytoplasme, et des protéines de fragmentation (cofiline) qui clivent I’actine-F (tableau 1).

NOM LOCALISATION FONCTION REFERENCES

*Protéines de nucléation

(Ishikawa and Kohama, 2007;

Arp2/3 lamellipode/filopode initiation polymérisation actine ramifiée Korobova and Svitkina, 2008)
(Takenawa and Miki, 2001;
WAVE lamellipode/filopode promotion assemblage filaments actine Takenawa and Suetsugu, 2007)
(Bear and Gertler, 2009; Bear
Ena/VASP lamellipode/filopode promotion assemblage filaments actine et al., 2002)

*Protéine de séquestration
activateur formation de monomeres actine-G  (Kwiatkowski et al., 2003; Da
Profiline cone de croissance liée au GTP Silva et al., 2003)
stabilisateur cytosquelette d'actine

*Protéine d'assemblage
stabilisateur filaments d'actine en fibres
Fascine filopode paralléles (Aratyn et al., 2007)

*Protéine de fragmentation
activateur dépolymeérisation par liaison de
ADF/Cofiline cdne de croissance I'actine G liée au GDP (Pak et al., 2008)

Tableau 1 : Molécules régulatrices du cytosquelette d’actine dans le cone de croissance neuritique.

b- Régulation des microtubules

Les microtubules sont des polyméres trés instables suivant des phases alternatives de
polymérisation et de dépolymérisation, ce qui leur conférent I’aptitude a remodeler rapidement leur
organisation en réponse a des signaux extracellulaires. Formés pour la plupart au sein du centrosome,
ils sont la fondation structurelle des neurites et permettent le maintien de ces longs prolongements
mais aussi le transport d’organelles et de cargos essentiels au fonctionnement et a la survie du neurone
(Hirokawa et al., 2010). De maniére similaire a 1’actine, la stabilité des microtubules est régulée par un
grand nombre de protéines stabilisatrices (plus-end tracking (+TIP)et les MAPs (microtubule
associated proteins)), déstabilisatrices (Stathmine) et de protéines motrices (kinesine et dyneine)

(tableau 2).
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NOM FONCTION REFERENCES
*Protéines stabilisatrices + end tracking (+TIP)
CLASP stabilisation polymérisation microtubules (Lee et al., 2004)
CLIP augmentation polymérisation microtubules (Galjart, 2005)
APC régulation orientation du céne de croissance (Koester et al., 2007)

*Autres protéines stabilisatrices

MAP1B régulation orientation du céne de croissance (Mack et al., 2000)
CRMP2 stimulation assemblage microtubules (Chae et al., 2009)
MAP2/tau régulation du réseau de microtubules et transport moléculaire  (Dehmelt and Halpain, 2005)
Double-cortine stabilisation microtubules (Deuel et al., 2006)

*Protéines déstabilisatrices
Stathmine inhibition pousse (Tararuk et al., 2006)
Spastine inhibition embranchement (Yu et al., 2008)

*Protéines motrices
inhibition entrée des microtubules dans la région périphérique

Kinesine 5 du cone de croissance (Nadar et al., 2008)
Activation entrée des microtubules dans la région périphérique
Dyneine du cone de croissance (Grabham et al., 2007)

Tableau 2 : Molécules régulatrices des microtubules du cone de croissance neuritique.

c- Coordination entre 'actine et les microtubules

La formation et 1’¢longation des neurites font appel a une action coordonnée du cytosquelette
d’actine et des microtubules (Schaefer et al., 2008). Il est donc nécessaire d’avoir des molécules qui
vont permettre la communication entre ’actine-F et les microtubules mais aussi coordonner la
réception des signaux extracellulaires et les modifications cytosquelettiques. Plusieurs protéines de la
famille des MAP, notamment MAP1B et MAP2c ont été montrées comme étant capables de s’associer
a ’actine et pourraient donc permettre ce lien entre les deux systémes (Dehmelt et al., 2003; Noiges et
al., 2002). De méme, la protéine ACF7 (Actin cross linking family 7) de la famille des spectraplakines
est capable de réguler a la fois 1’organisation des microtubules mais aussi la formation des filopodes
(Sanchez-Soriano et al., 2009). Cependant, la famille protéique qui semble la plus prometteuse dans la
coordination du cytosquelette d’actine et des microtubules est la famille des Rho GTPases (Ras
homologous guanine triphosphatases). En effet, des études ont montré que les Rho GTPases agissaient
comme des modules de signalisation spatiotemporels modulant 1’organisation des microtubules mais
aussi la communication avec le cytosquelette d’actine (Pertz, 2010). Les Rho GTPases les plus
caractérisées sont les membres de la famille RhoA (Ras homologous member A), Racl (Ras-related

C3 botulinum toxin substrat 1) et Cdc42 (Cell division cycle 42). Elles alternent entre deux états, un
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¢tat actif en étant 1i¢ au GTP et un état inactif en étant 1ié au GDP. De nombreuses protéines vont
réguler la signalisation des Rho GTPases en facilitant la transition vers la forme active pour les GEF
(Guanine nucleotide exchange factor) et en favorisant I’état inactif pour les GAP (GTPase activating

protein) (figure 9).

Figure 9 : Régulation des protéines Rho GTPases. Les
Rho GTPases existent sous deux états : un état actif
lorsqu’elles sont liees au GTP et un état inactif quand
elles sont liées au GDP. Deux classes de molécules
facilitent ce changement d’état: les GEF (guanine
nucleotide exchange factor) qui vont permettre
lactivation des Rho GTPases et les GAP (GTPAse
activating proteins) qui maintiennent les Rho GTPases
dans un état inactif. Adapté de Luo, 2000.

RhoA est un régulateur négatif de la neuritogénése et participe a de nombreuses voies de
signalisation induisant 1’effondrement du cone de croissance et la rétraction des neurites (Conde et al.,
2010). Notamment, en activant LIMK1 (LIM domain kinase 1) et la profiline Ila, mais aussi en
inactivant les voies Rac-Cdc42, RhoA agit sur la dynamique de I’actine et de ce fait sur la
neuritogénese (Conde et al., 2010; Rosso et al., 2004; Silva et al., 2003). Racl est exprimé au niveau
du cone de croissance et participe a I’adhésion et a I’orientation de ce dernier (Lowery and Vactor,
2009). Racl participe a la formation des lamellipodes et a 1’élongation des neurites en agissant sur la
dynamique de l’actine via les voies PAK (p21-activated kinase)-cofiline et WAVE (WASP-family
verpolin-homologous protein)-Arp2/3 (Ng and Luo, 2004). De maniére intéressante, une des protéines
régulatrices de Racl, Tiaml est impliquée dans la régulation de la dynamique de 1’actine et a été
récemment montrée comme interagissant aussi avec MAPIB, protéine associée aux microtubules
(Montenegro-Venegas et al., 2010). Tiaml apparait donc comme un candidat intéressant dans
I’association entre 1’actine et les microtubules. Cdc42 participe a la formation des filopodes en

agissant sur le complexe Arp2/3 via les protéines N-WASP (Wiskott-Aldricht syndrome protein)
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(Notarangelo and Ochs, 2003). Il apparait donc que RhoA inhibe la pousse neuritique alors que Racl
et Cdc42 la favorisent. Cependant cette vision commence a changer avec le développement de
procédés dédiés a I’é¢tude des changements spatiotemporels de I’activité des GTPases. Ces outils
permettront I’émergence de modéles d’activation des Rho GTPases prenant en compte les effets que
peuvent avoir certaines GTPases sur les autres, les interactions des Rho GTPases avec d’autres
compartiments subcellulaires comme les microtubules et la membrane plasmique, mais aussi la

multitude de signaux extracellulaires recus par la cellule et agissant sur les voies des Rho GTPases.

En conclusion, ces premiéres étapes du développement neuronal sont hautement dépendantes de la
coordination du cytosquelette d’actine et des microtubules. Ainsi, les molécules agissant, directement
ou indirectement, avec 1’'une ou 1’autre des structures vont potentiellement pouvoir influer sur

I’émergence et 1’¢élongation des premiers neurites.
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II- La Plasticité Synaptique

Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, le développement neuronal aboutit a la
formation et la stabilisation de synapses, points de communications entre neurones, permettant un
échange d’informations stable et efficace entre un neurone présynaptique et un neurone
postsynaptique. L’arrivée d’un signal électrique dans I’extrémité présynaptique engendre la libération
de neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ces neurotransmetteurs vont alors se fixer sur les
récepteurs situés au niveau postsynaptique et permettre la génération d’un signal électrique via
I’activation de canaux ioniques et les seconds messagers qui leurs sont associés. Il existe un grand
nombre de neurotransmetteurs qui vont spécialiser les synapses. Ils peuvent étre divisés en deux
grandes catégories : les neurotransmetteurs excitateurs comme le glutamate et les neurotransmetteurs
inhibiteurs comme le GABA (Acide-y-aminobutyrique). Dans le cadre de cette these, je m’intéresserai

plus spécifiquement aux synapses excitatrices glutamatergiques.

A- La synapse glutamatergique

Les synapses glutamatergiques représentent les principales synapses excitatrices du systéme
nerveux central (Watkins, 2000). Elles sont caractérisées au niveau morphologique et fonctionnel par
une spécification de la partie postsynaptique appelée densité post synaptique (PSD). La PSD consiste
en une organisation complexe et régulée de nombreuses protéines importantes pour la fonction
synaptique (Sheng and Kim, 2011). Le recoupement des études protéomiques s’intéressant a la PSD a
¢valué le nombre de protéines a environ 450 au sein de ces microstructures (Collins et al., 2006). On
peut distinguer plusieurs grandes catégories de molécules au sein de la PSD : les récepteurs au
glutamate métabotropiques (mGIuR) et ionotropiques (iGIluR), les protéines d’échafaudage
(Membrane-associated guanylate kinase ou MAGUKSs, Shanks) qui permettent 1’assemblage et le
maintien de la PSD, ainsi que les molécules de signalisation comme les protéines kinases
(Ca*"/calmoduline kinase (CaMK), potéine kinase A (PKA), protéine kinase C (PKC)) ou

phosphatases (protéine phosphatase 1 (PP1), portéine phosphatase 2 (PP2)) permettant la transmission
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des signaux au sein de la PSD. Parmi toutes ces molécules, les récepteurs au glutamate occupent une

place centrale (figure 10).

Figure 10 : Morphologie et composition de la synapse glutamatergique des neurones hippocampiques. (4)
Morphologie d’une synapse de la région CAIl de [’hippocampe par microscopie électronique. L’extrémité
présynaptique (bleu) contenant les vésicules de neurotransmetteurs (SV) se trouve apposée a [’extrémité
postsynaptique (rouge) contenant une région dense en protéines (PSD). L extrémité postsynaptique présente une
structure d’épine dendritique avec un cou resserré (spine neck). Adapté de Sheng and Hoogenraad, 2007 (B)
Double marquage des récepteurs NMDA (rouge) et de la protéine d’échafaudage PSD-95 (vert) sur un neurone
hippocampique in vitro. Ces deux protéines sont des constituants de la densité postsynaptique (PSD) permettant
la visualisation des épines dendritiques. Adapté de Rao and Craig, 1997.

Les récepteurs sont de premiére importance pour les synapses glutamatergiques puisque ce sont
les premiers acteurs et les modulateurs de la transmission postsynaptique. Cependant, de nombreuses
autres molécules dont nous parlerons ultérieurement sont aussi primordiales a la transmission et a la
plasticité des synapses glutamatergiques. On compte deux types majeurs de récepteurs au glutamate,
les récepteurs métabotropiques (mGIluR) et les récepteurs ionotropiques (récepteurs NMDA (acide-N-

methyl-D-aspartique), récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methylisoazol) et récepteurs kainate).

1- Les récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques au glutamate (mGluR) sont des récepteurs couplés aux protéines
G et médient leur action en activant des seconds messagers (figure 11). On compte aujourd’hui huit
sous-types de mGluR subdivisés en trois groupes : les mGIluR du groupe I (mGluR1-5) sont localisés
au niveau postsynaptique et se concentrent en périsynaptique (Lujan et al., 1996). En activant la

phospholipase C (PLC), ils induisent le relargage du stock de calcium intracellulaire par la production
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d’IP3 (inositol triphosphate) et de DAG (diacylglycérol) (Fagni et al., 2000). Les groupes II (mGIuR2-
3) et III (mGluR4-7-8) sont localisés au niveau présynaptique et participent a la régulation de la
libération de neurotransmetteurs en inhibant la formation d’AMPc (adénosine monophosphate
cyclique) (Upreti et al., 2013). Ainsi les récepteurs mGluR sont particuliérement impliqués dans la

génération de certaines formes de dépression a long terme dont nous discuterons ultérieurement.

Figure 11 : Représentation schématique des
récepteurs mGluR. L’activation des récepteurs
mGIuR par le glutamate va activer les protéines G
qui vont ensuite activer des seconds messagers.

2- Les récepteurs ionotropiques

Les récepteurs ionotropiques (iGluR) sont des canaux ioniques perméables aux cations se
caractérisant par leurs propriétés cinétiques, leur perméabilité au calcium et leur modulation par des
composés endogenes autres que le glutamate. On trouve les récepteurs kainates, les récepteurs AMPA

et les récepteurs NMDA (figure 12).

Les récepteurs kainates sont exprimés partout dans le SNC et peuvent étre localisés a la fois au
niveau pré et postsynaptique (Huettner, 2003). De structure assez analogue aux récepteurs AMPA, ce
sont des hétéromeéres formés de quatre sous unités (GluK1-5). Les études sur les récepteurs kainates
sont limitées en comparaison de celles effectué¢es sur les récepteurs AMPA et NMDA. Au cours du
développement, ils sont impliqués dans la formation des synapses thalamocorticales (Kidd and Isaac,
1999). Dans le cerveau adulte, les fibres moussues hippocampiques sont particulierement enrichies en
récepteurs GluK1/3 au niveau présynaptique, tandis que les récepteurs GluK2/5 sont concentrés au
niveau postsynaptique (Traynelis et al., 2010). Il semble que les récepteurs kainates participent a

certaines formes de plasticité synaptique qui seront évoquées ultérieurement.
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Les récepteurs AMPA sont des homo ou hétéroméres composés de quatre sous-unités (GluA1-4)
(Keindnen et al., 1990). Dans I’hippocampe et le cortex adultes, la majorité des récepteurs AMPA sont
des hétéromeres GluA1/2 et plus minoritairement GluA2/3 (Craig et al., 1993). L’activation des
récepteurs AMPA déclenche 1’ouverture du canal perméable au K' et Na' et permet ainsi une
transmission synaptique excitatrice rapide (Rosenmund et al., 1998). Dans certains cas, les récepteurs
AMPA peuvent étre perméables au Ca®" en cas d’absence de la sous-unité GluA2 (Bassani et al.,
2009). L’ ARNm de cette sous-unité GluA2 est éditée, provoquant le remplacement de la glutamine en
position 607 (présente dans les autres sous-unités) en une arginine rendant ainsi le canal imperméable
au calcium (Seeburg and Hartner, 2003). Ce mécanisme d’édition semble particulierement important
pour la fonction cérébrale puisque la mortalité est importante chez les animaux dont le niveau
d’édition de la sous-unit¢ GluA2 est altéré (Feldmeyer et al., 1999). Un aspect particuliérement
important dans la fonction des récepteurs AMPA est leur dynamisme membranaire. En effet, les
récepteurs AMPA font I’objet d’un trafic cellulaire intense a la membrane postsynaptique via des
mécanismes d’insertion (Gerges et al., 2006), d’endocytose (van der Sluijs and Hoogenraad, 2011) et
de diffusion latérale (Opazo et al., 2012). Ainsi le nombre de récepteurs AMPA a la synapse mais
aussi la composition des récepteurs AMPA semblent jouer un role majeur dans la plupart des

mécanismes de plasticité synaptique.

Les récepteurs NMDA, principalement postsynaptiques (Ehlers et al., 1995), sont plus complexes
que les autres récepteurs au glutamate. Ce sont des hétérotétrameres composés de deux unités GluN1
obligatoires et de deux sous-unités GluN2 (GluN2A-D) ou GluN3 (GluN3A-B) (Wenthold et al.,
2003). Ils peuvent aussi exister sous formes de trihétérotétrameres ou les deux sous-unités GluN2 sont
de types différents (Tovar et al., 2013). Des études récentes semblent indiquer que ces récepteurs
trihétérotétramériques seraient majoritaires au niveau des synapses glutamatergiques hippocampiques
(Rauner and Kohr, 2011). La composition des récepteurs NMDA est régulée au cours du
développement. En effet, dans I’hippocampe, le cortex et le cervelet, on observe au cours du
développement postnatal un passage de 1’expression de récepteurs GluN1/2B vers des récepteurs

GIluN1/2A et cette transition est importante pour le développement et la transmission synaptique (van
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Zundert et al., 2004). Leur activation est plus complexe que celle des récepteurs AMPA. En effet, elle
nécessite deux signaux simultanés : d’une part, la liaison du glutamate et de son co-agoniste la glycine
sur le récepteur et, d’autre part, la dépolarisation de la membrane postsynaptique permettant le retrait
de Iion Mg”" qui bloque l’ouverture du canal et Dentrée de calcium. Les propriétés
¢lectrophysiologiques des récepteurs NMDA sont dépendantes de leur composition en sous-unités
GIluN2. Ainsi les récepteurs GluN1/2A ont une probabilité d’ouverture plus grande (Chen et al., 1999)
et une dé-activation plus rapide (Erreger et al., 2005) mais sont moins perméables au calcium que les
récepteurs GluN1/2B (Sobczyk et al., 2005). De plus, les différences dans la partie intracellulaire des
sous unités GIuN2A et GluN2B induisent des différences de partenaires moléculaires et ainsi des
différences de régulation (Traynelis et al., 2010). Comme nous le verrons ultérieurement, ces
différences de sous-unités sont importantes pour la génération des phénoménes de plasticité
synaptique. De maniére intéressante, les récepteurs NMDA sont localisés au niveau synaptique mais
aussi au niveau extrasynaptique (Zhou et al., 2013). Bien qu’il fiit considéré que la nature de la sous-
unité GluN2 régisse la localisation du récepteur (GluN2B extrasynaptique et GIluN2A synaptique), des
résultats récents remettent en cause cette vision en montrant 1’expression des deux types de récepteurs
a la fois au niveau synaptique et extrasynaptique (Petralia et al., 2005; Thomas et al., 2006). Les
récepteurs NMDA extrasynaptiques sont particuliérement importants dans les mécanismes
d’excitotoxicité (Hardingham et al., 2002) mais certains résultats suggerent qu’ils pourraient aussi

participer a la plasticité synaptique (Liu et al., 2013).

Figure 12 : Représentation des récepteurs ionotropiques. Les récepteurs AMPA, composés des sous-unités
GluAl-4, les récepteurs kainates formés des sous-unités GluKI-5, et les récepteurs NMDA, composés des sous-
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unités GluN1-3 sont activés par liaison au glutamate et permettent l’entrée d’ions au sein de la cellule. Les
récepteurs AMPA sont préférentiellement perméables aux ions Na' et K", les récepteurs kainates aux ions Na*
et les récepteurs NMDA aux ions Ca’".

B- Les différentes formes de plasticité synaptique

Tous les types de synapses, et en particulier les synapses glutamatergiques, présentent cette
fonctionnalité primordiale d’adaptation du signal transmis en fonction des stimuli. Ainsi, les synapses
glutamatergiques possédent la capacité d’augmenter ou de diminuer leur transmission synaptique
suivant les stimuli qu’elles regoivent. Depuis Hebb, qui, pour la premiére fois émit I’hypothése que la
synchronisation de 1’activité pré et postsynaptique d’une synapse engendrait une augmentation de la
transmission du signal au niveau de cette synapse (Hebb, 1949), de nombreuses formes de plasticité
ont été décrites en fonction du type de synapses impliquées mais aussi suivant la région cérébrale
¢tudiée. Dans cette thése, je me focaliserai sur les formes de plasticités hippocampique et corticale

faisant appel aux récepteurs au glutamate.

L’hypothése de Hebb se focalisait sur la plasticité au niveau de la synapse et donna naissance aux
phénomeénes de plasticité synaptique qui s’intéressent a 1’adaptation d’une synapse en tant qu’entité.
Mais pour assurer un fonctionnement adéquat du réseau neuronal, de nouvelles formes de plasticité
ont été décrites tenant compte de ’activité antérieure de la synapse (métaplasticité) mais aussi du
neurone, avec I’ensemble de ses synapses et du réseau qui lui est associé¢ (I’ajustement synaptique).

Ces formes de plasticité dépassent le cadre de cette thése et ne seront donc pas abordées ici.

1- La plasticité synaptique

La plasticité synaptique correspond a la capacité d’une synapse a renforcer ou affaiblir sa
force de transmission synaptique suivant les stimuli qu’elle recoit. Ce phénoméne est proposé comme
la base cellulaire de la mémoire et de 1’apprentissage comme nous le verrons en fin de ce paragraphe.
11 existe deux grandes formes de plasticité synaptique : la potentialisation a long terme ou LTP, qui va
induire un renforcement de la transmission synaptique, et la dépression a long terme ou LTD, qui
permet une diminution de la transmission synaptique. Ces phénomenes sont appelés a s’inscrire dans

la durée et les phases tardives de LTP notamment font généralement intervenir la synthése de
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nouvelles molécules permettant un maintien de la potentialisation. Je ne décrirai dans cette thése que

les formes les plus étudiées de LTP/LTD dépendantes des différents récepteurs au glutamate.

a- Potentialisation a long terme

La potentialisation a long terme, ou la capacité du neurone a augmenter sa transmission synaptique
suite a une stimulation particuliere a été décrite dans de nombreuses régions du cerveau (Lynch, 2004).
Cependant, une grande majorité des études s’intéresse a la LTP au niveau de 1’hippocampe ou cette
derniére est particulierement robuste. La LTP fait appel a différentes voies suivant sa localisation. Au
niveau de la CAl, la LTP majoritaire est NMDA-dépendante (Collingridge et al., 1983) alors qu’au
niveau des fibres moussues, la potentialisation est NMDA-indépendante (Nicoll and Schmitz, 2005).
Ceci met en évidence que la forme et la mise en place de la potentialisation est dépendante de la région

cérébrale et donc des propriétés des neurones étudiés.

a.1- Potentialisation dépendante des récepteurs NMDA

La LTP dépendante des récepteurs NMDA a été la premicre forme de plasticité décrite et reste
aujourd’hui la forme la plus étudiée (Bliss and Lomo, 1973). Elle fait appel a I’activation des
récepteurs NMDA puisque le blocage de ces derniers par des antagonistes empéche la mise en place
de la LTP (Collingridge et al., 1983). Elle est classiquement obtenue par une stimulation a haute
fréquence mais de nombreux protocoles d’inductions électrique et chimique ont été décrits depuis
(Albensi et al., 2007; Molnar, 2011). Les propriétés d’activation des récepteurs NMDA sont
particuliérement intéressantes au regard de 1’hypothése de Hebb. En effet, pour étre activés, les
récepteurs NMDA requierent la liaison du glutamate (signal d’activation présynaptique) et la
dépolarisation membranaire postsynaptique afin de libérer le canal de I’ion bloqueur Mg*" (signal
d’activation postsynaptique). Ainsi les récepteurs NMDA sont sensibles a 1’associativité entre
I’activité des neurones pré et postsynaptiques, pré requis pour la mise en place d’une potentialisation.
Bien qu’encore un sujet de débat, cette forme de LTP se caractérise par des modifications au niveau
postsynaptique (bien acceptées) mais aussi par des modifications présynaptiques (plus controversées)
(Bliss and Collingridge, 2013). Au niveau postsynaptique, la LTP engendre une augmentation de la

transmission des récepteurs AMPA et NMDA alors qu’au niveau présynaptique, elle provoquerait une
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augmentation de la probabilité de libération de neurotransmetteurs (Errington et al., 2003), tout cela
concourant au renforcement de la transmission synaptique. Pour qu’il y ait un maintien dans le temps
de cette potentialisation, la LTP engendre 1’activation de kinases qui vont alors induire le recrutement
synaptique de récepteurs AMPA et activer des facteurs de transcription permettant la synthése de
nouvelles molécules qui vont stabiliser la synapse dans son état potentialisé (Bliss and Collingridge,

1993; Nguyen et al., 1994).

a.1.1- Potentialisation des récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA sont des récepteurs extrémement mobiles dont le trafic est hautement régulé
grace a des protéines interagissant spécifiquement avec certaines sous-unités (Anggono and Huganir,
2012). La régulation des récepteurs AMPA est un mécanisme majeur pour expliquer les changements
de transmission synaptique observés pendant la LTP (Shepherd and Huganir, 2007). En effet,
I’induction de la LTP par activation des récepteurs NMDA, que ce soit électriquement ou
chimiquement, résulte en une augmentation de la transmission des récepteurs AMPA ainsi qu’une
augmentation du nombre de récepteurs AMPA au niveau synaptique (Hayashi et al., 2000; Shi et al.,
2001). 1l apparait que I’activation de la CaMKII, elle-méme induite par I’activation des récepteurs
NMDA soit primordiale pour I’augmentation du nombre de récepteurs AMPA synaptiques (Appleby
et al., 2011). Il semble que la LTP provoque une augmentation de 1’exocytose des récepteurs AMPA
(Kessels and Malinow, 2009 ), engendrant leur insertion membranaire au niveau périsynaptique
(Yudowski et al., 2007) mais aussi directement au niveau synaptique (Patterson et al., 2010). Par des
mécanismes de diffusion latérale, les récepteurs AMPA sont alors capturés au niveau des synapses,
augmentant ainsi le nombre de récepteurs AMPA activables par le glutamate, libéré dans la fente
synaptique. Un autre mécanisme pouvant participer a la potentialisation des récepteurs AMPA est
I’augmentation de leur conductance induite suite a la phosphorylation de la Serine 831 par la CaMKII

(Barria et al., 1997; Derkach et al., 1999).
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a.1.2- Potentialisation des récepteurs NMDA

Bien que moins étudi¢ que les effets de la LTP sur la transmission médiée par les récepteurs
AMPA, des études ont montré qu’il y avait aussi une régulation de la transmission médiée par les
récepteurs NMDA lors de la LTP (Muller and Lynch, 1988). Ainsi, des protocoles d’induction
(généralement assez forts) de la LTP au niveau hippocampique induisent a la fois une potentialisation
des récepteurs AMPA et NMDA (Aniksztejn and Ben-Ari, 1995). Il semble que lorsque ces protocoles
d’induction sont plus faibles, ils n’induisent alors que la potentialisation des récepteurs AMPA (Selig
et al., 1995). A cause de ces résultats contradictoires et du fait que les récepteurs NMDA ont
longtemps été considérés comme peu mobiles, ’effet de la LTP sur la transmission NMDA a été
éclipsé au profit d’études sur la transmission AMPA. Cependant, de nombreuses études ont depuis
montré que les récepteurs NMDA sont mobiles (Groc et al., 2004, 2006, 2007; Kohr, 2007) et que,
comme les récepteurs AMPA, leur dynamique est régulée par I’activité synaptique, mais selon des
mécanismes différents de ceux mis en jeu pour les récepteurs AMPA (Peng et al., 2010). II est
généralement accepté que la LTP des récepteurs NMDA se déroule secondairement a celle des
récepteurs AMPA (Watt et al., 2004), mais 1’é¢tude de la nécessité d’une LTP des récepteurs AMPA

pour la LTP des récepteurs NMDA au sein de ces synapses reste en suspend (Hunt and Castillo, 2012).

a.2- Potentialisation indépendante des récepteurs NMDA

Contrairement a ce qui a pu €tre observé au niveau de la CAl et d’autres synapses du SNC, il a été
montré que I’induction de la LTP au niveau des fibres moussues de I’hippocampe était indépendante
de ’activation des récepteurs NMDA (Harris and Cotman, 1986) alors que ces neurones expriment les
récepteurs NMDA (Watanabe et al., 1998) et présentent un courant NMDA (Jonas et al., 1993). Il
semble aussi que les voies moléculaires classiquement décrites dans la LTP dépendante des récepteurs
NMDA ne soient pas présentes au niveau des fibres moussues (Nicoll and Schmitz, 2005). De plus il
semble que I’entrée de calcium au niveau postsynaptique ne soit pas un élément majeur de la mise en
place de cette forme de LTP mais qu’une entrée de calcium au niveau présynaptique soit importante
(Nicoll and Schmitz, 2005). L’induction de la LTP au niveau des fibres moussues entraine une
augmentation de I’AMPc et une activation de la PKA au niveau présynaptique qui conduiraient a une

augmentation de I’exocytose des vésicules de neurotransmetteurs (Huang et al., 1994). Les récepteurs
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mGIluR et kainates ont tous deux été proposés comme récepteurs inducteurs de cette LTP. Cependant,
les résultats obtenus avec les récepteurs mGluR sont trés différents suivant les études et n’ont jamais
permis d’atteindre un consensus quant au rdéle de ces récepteurs dans la LTP indépendante des
récepteurs NMDA (Bashir et al., 1993; Hsia et al., 1995). De méme, les études s’intéressant au réle
des récepteurs kainates dans la LTP ont mis en évidence un role de ces récepteurs dans la LTP des
fibres moussues mais n’ont pas permis de mettre en évidence leur caractére essentiel pour I’induction
de cette forme de LTP (Schmitz et al., 2003). Encore aujourd’hui, la question de la localisation pré ou
postsynaptique de I’induction de la LTP des fibres moussues est un sujet controversé (Galvan et al.,
2011). Une possibilité est que cette forme de LTP soit induite simultanément au niveau pré et

postsynaptique.

b- Dépression a long terme

La dépression a long terme ou LTD représente le pendant de la LTP. Alors que cette derniére
renforce la transmission synaptique, la LTD affaiblit la transmission synaptique. Comme pour la LTP,
il existe plusieurs types de LTD faisant intervenir des voies de signalisation différentes ayant lieu dans
des régions différentes du cerveau. On trouve des formes de LTD dépendantes des récepteurs NMDA
notamment au niveau de la CA1l de I’hippocampe mais aussi des formes dépendantes des mGluRs,

exprimées dans de nombreuses régions comme le cervelet, I’hippocampe et le néocortex.

b.1- Dépression dépendante des récepteurs NMDA

La LTD dépendante des récepteurs NMDA est induite par une stimulation a basse fréquence de la
synapse (Dudek and Bear, 1992). Comme la LTP, elle requiert 1’activation des récepteurs NMDA et
engendre une entrée de Ca2+ au niveau postsynaptique (Mulkey and Malenka, 1992). Comment une
entrée de calcium peut engendrer une potentialisation dans un cas et une dépression dans I’autre ? La
réponse vient du niveau de 1’entrée de calcium. Lors d’une LTD, I’entrée de calcium apparait moins
importante que lors d’une LTP. Ainsi, selon le niveau de calcium, les voies de la LTP ou LTD seront
préférentiellement activées (Ismailov et al., 2004). Contrairement a la LTP qui requiert 1’activation de
protéines kinases, la LTD nécessite 1’activation de protéines phosphatases (Lee, 2006). Une hypothése

serait que 1’affinité des phosphatases pour le calcium soit supérieure a celle des kinases, expliquant
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I’induction préférentielle de la LTD lors d’une faible entrée de calcium au sein du neurone
postsynaptique. Les mécanismes de la LTD sont antagonistes a ceux de la LTP, ainsi la LTD entraine
une diminution de la transmission par les récepteurs AMPA via une diminution du nombre de
récepteurs AMPA a la synapse (Lee et al., 2002) et leur déphosphorylation, ce qui diminue ses
capacités de conductance (Lee et al., 2000). En plus d’une action sur la transmission AMPA, la LTD
induit aussi des modifications de la transmission NMDA (Hunt and Castillo, 2012). Le maintien de la
LTD fait appel a la dégradation de certaines protéines (comme PSD95) (Colledge et al., 2003) mais

aussi a la synthése locale de nouvelles molécules (Sajikumar and Frey, 2003).

b.2- Dépression dépendante des récepteurs mGIuR

Une autre forme majeure de LTD qui ne fait pas intervenir I’activation des récepteurs NMDA a été
décrite (Liischer and Huber, 2010) : la LTD dépendante des récepteurs mGluR. D’abord décrite dans
le cervelet, cette forme de plasticité a depuis été identifiée dans d’autres régions (Bellone et al., 2008).
Cette LTD fait appel a I’activation des récepteurs mGluR du groupe I soit électriquement (stimulation
basse fréquence prolongée) soit chimiquement (agoniste DHPG) (Lischer and Huber, 2010).
L’activation des mGluR va entrainer une augmentation de la concentration en calcium dans le neurone
postsynaptique, notamment via les stocks intracellulaires du réticulum endoplasmique, ainsi que
I’activation de la PKC (Kano et al., 2008), aboutissant a I’endocytose des récepteurs AMPA et a la
diminution prolongée du nombre de récepteurs AMPA au niveau postsynaptique (Moult et al., 2006;
Steinberg et al., 2004a). Bien que les deux formes de LTD décrites ici aboutissent & une diminution de
nombre de récepteurs AMPA au niveau postsynaptique, il semble que les mécanismes mis en ceuvre

soient distincts et fassent intervenir des acteurs moléculaires différents (Liischer and Huber, 2010).

2- La plasticité comme mécanisme cellulaire de la mémoire

L’hypothése que des changements dans la force des connexions synaptiques soient un
mécanisme cellulaire de I’apprentissage et de la mémoire a été proposée par Cajal au début du siécle
dernier. Hebb, en 1949, la reformula en un model synaptique: si deux neurones sont activés
simultanément, la force des connexions entre ces deux neurones sera augmentée. Depuis, le modéele de

potentialisation & long terme apparait comme le meilleur et le plus étudié des modeles cellulaires de
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I’apprentissage et de la mémoire (Lynch, 2004). Ce lien entre LTP et mémoire découle des nombreux
paralléles qui peuvent é&tre faits entre ces deux phénomeénes. Tout d’abord, la LTP a des
caractéristiques de coopérativité, d’associativité (entre les deux neurones impliqués), de spécificité de
stimulus et se présente comme un phénomeéne durable dans le temps (Bliss and Collingridge, 1993).
Certaines formes d’apprentissage et de mémorisation présentent les mémes caractéristiques. De plus,
la LTP a été trés largement décrite dans 1’hippocampe, structure essentielle pour 1’acquisition de la
mémoire (Lynch, 2004). Par ailleurs, I’activité en bouffées rythmiques a haute fréquence qui induit la
LTP correspond au rythme théta qui survient naturellement dans I’hippocampe pendant 1’activité
exploratoire (Greenstein et al., 1988). Enfin, plusieurs changements décrits dans les phénomeénes de
LTP ont aussi été décrits pendant I’acquisition de la mémoire et certains inhibiteurs de la LTP
bloquent aussi 1’apprentissage et la mémoire dépendant de I”hippocampe (Lynch, 2004; Morris et al.,
1986). L’ensemble de ces similitudes moléculaires et physiologiques entre la LTP, 1’apprentissage et
la mémoire sous-tend le fait que la LTP soit un bon modéle cellulaire de la mémoire. Une étude a
notamment permis de montrer in vivo qu’un simple entralnement au paradigme d’évitement inhibiteur
(one-trial inhibitory avoidance learning) engendrait la génération d’une LTP, au sein de I’hippocampe,
similaire & celle obtenue lors d’une stimulation a haute fréquence (Whitlock et al., 2006). Cependant
les autres formes de plasticité semblent elles aussi importantes dans 1’apprentissage et la mémoire. Des
¢tudes empiriques et computationnelles ont mis en évidence que 1’encodage de la mémoire se faisait
grice a la création d’un réseau neuronal actif unique (via la combinaison de phénomenes de
renforcement et d’affaiblissement des connexions synaptiques) (Kemp and Manahan-Vaughan, 2007).
Ainsi, la dépression a long terme dépendant des récepteurs mGluR semble affecter les phénomenes de
mémoire et d’apprentissage (Liischer and Huber, 2010). De plus, la métaplasticité semble étre un
mécanisme cellulaire régulant la déstabilisation et la reconsolidation de la mémoire (Finnie and Nader,
2012). Au niveau moléculaire, I’hypothése est que les phénomenes de plasticité induisent des
modifications au niveau synaptique qui représenteraient 1’empreinte moléculaire et le stockage de
I’information. Deux molécules, dont I’activité est modulée par la plasticité, sont actuellement des

candidats privilégiés pour représenter 1I’empreinte moléculaire de la mémoire, il s’agit de la CaMKII
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(Ca*"/calmoduline kinase II) et de PKM(, (protéine kinase M zeta). Ces molécules seront décrites plus

précisément dans le chapitre suivant.

C- Mécanismes moléculaires de la potentialisation dépendante des

récepteurs NMDA.

Nous avons vu précédemment que la plasticité synaptique au niveau des synapses
glutamatergiques adoptait des formes diverses, faisant intervenir plusieurs types de récepteurs suivant
le stimulus, les neurones impliqués et la direction de la plasticité. En plus de celles décrites, d’autres
formes de plasticité interviennent au niveau des synapses inhibitrices ou faisant intervenir I’activation
d’autres récepteurs que ceux du glutamate. Au cours de ma thése, je me suis intéressé a la LTP
dépendante des récepteurs NMDA qui reste le modéle dont les voies moléculaires sont les plus
¢tudiées. Dans cette partie, je ne décrirai donc que les mécanismes postsynaptiques importants pour
cette plasticité, méme si j’apporterai quelques éléments sur la LTD dépendante des récepteurs NMDA

qui représente le pendant a la LTP.

1- Activation des récepteurs NMDA

La premiére étape lors de la mise en place d’une LTP au niveau des synapses glutamatergiques
est I’activation des récepteurs NMDA. Elle nécessite deux signaux, I’un présynaptique et I’autre
postsynaptique. Mais cette activation n’est possible que griace a la localisation synaptique de ces
récepteurs et nous verrons que la composition des récepteurs NMDA semble jouer un role important

pour la LTP (figure 13).

La composition des récepteurs NMDA, selon la nature des sous-unités GluN2, confére aux
récepteurs des propriétés différentes (Paoletti, 2011) et de nombreuses études ont permis de définir la
contribution des sous-unités GluN2A et GluN2B dans I’induction de la LTP (Paoletti et al., 2013).
L’association d’études génétiques et pharmacologiques a mis en évidence que la LTP serait induite
préférentiellement par les récepteurs contenant du GIuN2A. En effet, les souris déficientes pour le
GluN2A ou déficientes pour sa partie intracellulaire montrent une diminution, voire une absence de

LTP (Sakimura et al., 1995; Sprengel et al., 1998; Zhao and Constantine-Paton, 2007). Au contraire,
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I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de GIuN2B semble bloquer I’induction de la LTD sans affecter
la LTP (Liu et al., 2004a). Cependant, de nombreuses études ont remis en cause cette ségrégation forte
(GIuN2A = LTP et GluN2B = LTD) en montrant I’importance de la sous-unit¢ GluN2B dans
I’induction de la LTP (von Engelhardt et al., 2008; Gardoni et al., 2009; Wang et al., 2009; Weitlauf et
al., 2005). Malgré le fait que ces contradictions puissent étre expliquées par des différences dans la
région ou le stade développemental étudié ainsi que par le manque de spécificité de certains inhibiteurs
utilisés, il semble actuellement que ces deux sous-unités soient importantes pour I’induction de la LTP
avec cependant une implication différente (Foster et al., 2010). Il semble que 1’activation des
récepteurs GluN2A soit importante pour permettre une entrée massive de calcium dans le neurone
postsynaptique et que la partie intracellulaire de GIuN2B soit essentielle au recrutement des molécules
requises pour la LTP (Foster et al., 2010; Paoletti et al., 2013). Cette hypothése permettrait de

réconcilier les différences entre les études pharmacologiques et génétiques.

Figure 13 : Représentation de ’activation des récepteurs NMDA durant la LTP. La libération de glutamate
par 'extrémité pré-synaptique concomitante a la dépolarisation du neurone postsynaptique par activation des
récepteurs AMPA synaptiques (1) engendre la ’activation des récepteurs NMDA par libération de I'ion Mg”*
bloqueur (2) et permet une entrée massive de calcium dans la cellule (3).

Le domaine C-terminal des sous-unités GluN2 contient des domaines PDZ nécessaires pour

leur interaction avec les protéines d’échafaudage (MAGUK et Shank notamment) et donc pour leur
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localisation synaptique. En effet, les souris déficientes pour la partie C-terminale du GIuN2A
présentent une diminution de la localisation synaptique du GluN2A et un défaut d’induction de la LTP
(Kohr et al., 2003). La sous-unit¢ GluN2B interagit préférentiellement avec Ras-GRF1 (Ras-protein-
specific guanine nucleotide-releasing factor 1) (Krapivinsky et al., 2003) et la protéine Ras-Gap via
SAP102 (synapse associated protein 102) (Kim et al., 1998). Ces associations semblent affecter
I’induction de la plasticité (Zhu et al., 2002). De méme, il a ét¢ montré que GluN2B interagissait avec
une plus forte affinité avec la CaMKII que GIuN2A (Gardoni et al., 1999; Strack and Colbran, 1998;
Strack et al., 2000). Nous verrons par la suite que 1’activation et I’interaction de la CaMKII avec les
sous-unités GluN2 est un événement majeur dans I’induction de la LTP (Lisman et al., 2002). De son
coté GIuN2A interagit préférentiellement avec PSD95 (postsynaptic density protein 95) (Sans et al.,
2000) et avec la nitric oxyde (NO)-synthase (Al-Hallaq et al., 2007), permettant de proposer un role du
NO comme rétro-messager induisant des modifications présynaptiques lors de la LTP (Prast and
Philippu, 2001). La spécificité d’interaction des GluN2 avec PSD95 et SAP102 a été remise en cause
par des études biochimiques montrant une interaction similaire des deux sous-unités avec ces deux
protéines MAGUK (Al-Hallaq et al., 2007), mais leur action sur chaque sous-unité semble différente
(Elias and Nicoll, 2007). En effet, ’absence de PSD95 augmente la proportion de GIuN2A dans les
radeaux lipidiques alors que celle de GIuN2B n’est pas affectée (Delint-Ramirez et al., 2010) (figure

14).

Figure 14 : Représentation des interactions
spécifiques des sous-unités GluN2A et GluN2B et
leurs implications dans la plasticité. La sous-unité
GIluNA2 participe a la LTP alors que la sous-unité
GIluN2B est importante pour la LTP et la LTD. Elles
présentent des spécifités d’interaction, PSD-95 et NO-
synthase pour GIuN2A contre SAPI102 et Ras-GRFI
pour GluN2B. La CamKII, protéine importante pour la
plasticité interagit avec les deux sous-unités mais
preéférentiellement avec GluN2B.
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2- Activation des voies de signalisation
L’activation des récepteurs NMDA lors de l’induction de la LTP va engendrer I’entrée
massive de calcium au sein du neurone postsynaptique. La liaison du calcium avec la calmoduline
(Faas et al., 2011) va alors enclencher 1’activation de plusieurs kinases importantes pour la mise en

place de la LTP.

a- Recrutement et phosphorylation de la CaMKII

Il existe quatre isoformes de CaMKII (a, B, y, ) mais les isoformes o et B représentent la vaste
majorité de la CaMKII corticale avec un rapport a:3 de 3:1 (Erondu and Kennedy, 1985) et
constituent une des protéines les plus abondantes de la PSD (Feng et al., 2011). Elle est composée
d’un domaine catalytique, d’un domaine central d’autorégulation de liaison & Ca*"/CaM
(Ca”"/calmoduline) et d’un domaine d’association lui permettant de s’agencer en holoenzyme (12
sous-unités). La CaMKlla est un acteur majeur de la LTP et de la mémoire puisque c’est la premiére
molécule qui a ét¢ impliquée a la fois dans la LTP, ’apprentissage et la mémoire (Silva et al., 1992)
(figure 15 A,B). De plus, toutes les études manipulant les propriétés de la CaMKII ont mis en évidence
des défauts a la fois au niveau de la LTP, de ’apprentissage et de la mémoire (Coultrap and Bayer,
2012). L’induction de la LTP provoque la translocation rapide de la CaMKII active au niveau de la
PSD (Shen and Meyer, 1999). En absence de Ca**/CaM, la CaMKII se trouve a 1’état inactif. Lors de
I’induction de la LTP, la Ca*"/CaM se lie au niveau du domaine central de la CaMKII et modifie ainsi
sa conformation (Hudmon and Schulman, 2002). La CaMKII alors activée va s’autophosphoryler au
niveau de la thréonine 286 ce qui lui permet d’augmenter son affinité pour Ca*"/CaM mais aussi de
conserver un état actif non saturé méme aprés sa dissociation de la Ca**/CaM (Coultrap et al., 2010;
Meyer et al., 1992) (figure 15 C). L’activation de la CaMKII peut étre inhibée, soit par son
autophosphorylation sur les thréonines 305/306 au niveau du domaine de liaison avec Ca*"/CaM (Jama
et al., 2009; Rellos et al., 2010), soit par des phosphatases (PP1/PP2A) (Tao-Cheng et al., 2005). Ces
mécanismes de régulation sont importants puisque la phosphorylation en T305/306 et la phosphatase

PP1 favorisent I’induction de la LTD (Elgersma et al., 2002; Thiels et al., 2000).

45



Introduction : La plasticité synaptique

Figure 15 : Représentation de la CaMKII et de son activation. (4) Dimeére de CaMKII composé d’un
domaine catalytique, d’un domaine d’autorégulation, sur lequel va se lier la Ca’'/CaM, et d’un domaine
d’association. (B) Représentation d’une holoenzyme de CaMKII issue de [’association de 12 monomeéres de
CaMKII. (C) En conditions basales, le domaine catalytique de la CaMKII est inaccessible, I’enzyme est donc
inactive. L activation de la Ca’*/CaM par le calcium permet sa fixation au niveau du domaine d’autorégulation
de la CaMKII entrainant [’ouverture de ['enzyme et la libération du domaine catalytique. La libération du
domaine catalytique va engendrer [’autophosphorylation de la CaMKII sur la thréonine 286. Adapté de
Swaminathan et Anderson, 201 1.

La translocation de la CaMKII vers la PSD, résulte en sa liaison aux récepteurs NMDA,
préférentiellement avec la sous-unité GIuN2B (Leonard et al., 1999; Strack and Colbran, 1998). Cette
¢tape est particuliérement importante car elle permet de conserver 1’état actif de la CaMKIL. II a été
observé que la LTP induisait une augmentation, persistante dans le temps, de I’interaction entre la
CaMKII, notamment phosphorylée, et les récepteurs NMDA (Appleby et al., 2011; Bayer et al., 2006).
Le blocage ou la diminution de I’interaction entre CaMKII et les récepteurs NMDA induit une
diminution importante (environ 50%) de la LTP (Halt et al., 2012; Pi et al., 2010) et ’application
d’inhibiteurs spécifiques de cette interaction pendant la LTP contrecarre cette derniére (Sanhueza et
al., 2011) (figure 16). Beaucoup d’intérét est porté au complexe NMDA/CaMKII car il est proposé que
ce complexe représente la mémoire moléculaire du stockage d’information (Sanhueza and Lisman,
2013). La CaMKII activée va alors phosphoryler les récepteurs AMPA et leurs protéines associées et

engendrer ainsi la potentialisation de la transmission AMPA (Lisman et al., 2012).
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Figure 16 : Représentation de I’activation des kinases lors de la LTP. L ‘entrée massive de calcium par les
récepteurs NMDA entraine : la liaison du Ca*" a la calmoduline (Ca®'/CaM), et ainsi son activation (1), mais
aussi 'activation des kinases PKA et PKC (1°). 1l y a alors translocation a la synapse de la CaMKII (2) qui va
étre activée par ligison avec la Ca’'/CaM (3). La CaMKII activée va s autophosphoryler (3) et interagir avec
les sous-unités GluN2 des récepteurs NMDA (4).

b- Phosphorylation de PKA et PKC

La CaMKII n’est pas la seule kinase a étre activée lors de I’induction de la LTP. Les protéines
PKA et PKC sont également recrutées méme si leur action reste moins connue que celle de la CaMKII

(figure 16).

La PKA est une kinase possédant une sous-unité catalytique et une sous-unité régulatrice. Suite a
la liaison de I’AMPc sur la sous-unité régulatrice, la PKA devient activée (Beebe, 1994). La PKA
semble jouer un role dans la LTP puisque I’application d’inhibiteurs de la PKA réduit I’induction de la
LTP dans I’hippocampe (Blitzer et al., 1998; Otmakhova et al., 2000; Skeberdis et al., 2006). De plus,
la LTP peut étre induite via un traitement pharmacologique permettant 1’augmentation d’AMPc
(Otmakhov et al., 2004a, 2004b). Cependant, I’implication de la PKA dans la signalisation de la LTP
semble plus importante chez le jeune animal que chez I’animal adulte (Yasuda et al., 2003).
Néanmoins, [’activation de la PKA est importante pour le trafic et I’augmentation de la probabilité

d’ouverture des récepteurs AMPA et donc pour la potentialisation de la transmission AMPA mise en
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place durant la LTP (Banke et al., 2000; Oh et al., 2006), notamment grace a sa phosphorylation au

niveau de la sérine 845.

La PKC est activée par ’action synergique du calcium et de la DAG issue du clivage du PIP2
(phosphatidyl-inositol-diphosphate) par la PLC. Son activation est surtout médiée par 1’activation des
récepteurs mGIuR (Liischer and Huber, 2010). Cependant, la PKC a aussi été impliquée dans la LTP
dépendante des récepteurs NMDA. Il a ét¢ montré que ’activité de la PKC était importante pour
I’induction de la LTP dans I’hippocampe (Collingridge et al., 2004; Moriguchi et al., 2009). La PKC
semble intervenir sur le trafic des récepteurs AMPA et NMDA, important pour la potentialisation de la

transmission pendant la LTP (Lin et al., 2009).

3- Phosphorylation et recrutement des récepteurs AMPA

La réponse rapide du neurone postsynaptique lors de 1’induction de la LTP, se caractérisant
par une augmentation des mEPSCs (miniature excitatory postsynaptic current), est due principalement
au recrutement et aux modifications des propriétés des récepteurs AMPA synaptiques (Shepherd and

Huganir, 2007).

L’importance du recrutement synaptique des récepteurs AMPA dans la réponse a la LTP vient
d’études sur les synapses silencieuses. Ces synapses sont qualifiées de silencieuses car elles ne
permettent pas de transmission synaptique basale du fait de I’absence de récepteurs AMPA (malgré la
présence de récepteurs NMDA) (Isaac, 2003). L’induction de la LTP induit la conversion de ces
synapses silencieuses en synapses fonctionnelles exprimant donc des récepteurs AMPA (Isaac et al.,
1995; Liao et al., 1995). Ces études sont des ¢léments forts pour montrer que la LTP est induite au
niveau postsynaptique et que les récepteurs AMPA sont des éléments majeurs dans la potentialisation.
Les animaux déficients pour la sous-unit¢ GluAl présentent une lacune de LTP (Zamanillo et al.,
1999) alors que les animaux déficients en GluA2 présentent une LTP augmentée (Jia et al., 1996),
suggérant un role différentiel des deux sous-unités dans la LTP. Il a été montré que la LTP induisait
I’incorporation synaptique de récepteurs AMPA contenant la sous-unit¢ GluA1 (Hayashi et al., 2000;

Shi et al., 2001), notamment d’homomeéres GluA1 (Hayashi et al., 2000). Cependant d’autres études
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contredisent ces résultats en montrant 1’intégration synaptique de récepteurs AMPA contentant la
sous-unité GluA2 (Adesnik and Nicoll, 2007; Gray et al., 2007). D’autres études semblent concilier
ces résultats en montrant que la LTP induit une incorporation rapide d’homomeéres GluA1l remplacés
par la suite par des récepteurs AMPA contenant la sous-unité GluA2 (Lu et al., 2007; Plant et al.,
2006). De maniére transitoire, I’incorporation des homomeres GluAl permet I’augmentation de la

perméabilité au calcium et contribue ainsi a la stabilisation de la LTP (Plant et al., 2006).

Le nombre de récepteurs AMPA a la synapse est dépendant du niveau d’endocytose et
d’exocytose de ces récepteurs au niveau de la membrane postsynaptique. Ainsi, pendant la
potentialisation, il y a augmentation de I’exocytose des récepteurs AMPA permettant ainsi
I’augmentation du nombre de récepteurs AMPA synaptiques (Kessels and Malinow, 2009). Des études
ont montré que I’intégration des récepteurs AMPA durant la LTP avait lieu au niveau périsynaptique
(I’incorporation synaptique se faisant alors par diffusion latérale) mais aussi directement au niveau de
la synapse (Makino and Malinow, 2009; Patterson et al., 2010). Plusieurs molécules interagissant avec
les récepteurs AMPA ont été impliquées dans le trafic de ces récepteurs durant la LTP (Anggono and
Huganir, 2012; Opazo et al., 2012) (figure 17). La protéine SAP97 (synaptic associated protein 97) de
la famille des protéines MAGUK, interagissant avec GluA1l, est recrutée au niveau synaptique par la
CaMKII durant la LTP et apparait comme une molécule importante pour le trafic de GluA1 (Mauceri
et al.,, 2004). Cependant, les animaux déficients pour SAP97 ne présentent pas de défaut de LTP
(Howard et al., 2010). Etant donné la redondance fonctionnelle des protéines MAGUK, on ne peut pas
exclure un effet compensatoire chez les animaux déficients. La protéine 4.1N interagit directement
avec la sous-unit¢ GluA1 dont elle régule I’expression membranaire (Shen et al., 2000). 11 a été montré
que I’absence de cette protéine induisait une diminution de la fréquence d’insertion membranaire de
GluAl et affectait la maintenance de la LTP (Lin et al., 2009). La protéine PICK1 (protein interacting
with protein kinase C alpha) interagit préférentiellement avec la sous-unit¢ GluA2 et médie le retrait
synaptique des récepteurs AMPA contenant la sous-unité GluA2 (Hanley, 2008). Son role dans la LTP
semble complexe et dépend du protocole d’induction et de 1’dge des animaux utilisés (Citri et al.,

2010; Volk et al., 2010). Cependant, I’absence de PICK1 empéche I’expression de la LTP au niveau
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de I’hippocampe, suggérant une participation de PICK1 a ce processus (Terashima et al., 2008). Les
partenaires moléculaires apparaissant comme les plus intéressants dans le trafic membranaire des
récepteurs AMPA sont les TARPs (transmembrane AMPA receptor regulating protein) (Straub and
Tomita, 2012). Les TARPs sont des sous-unités auxiliaires des récepteurs AMPA possédant un
domaine PDZ leur permettant de s’associer aux protéines MAGUK (Dakoji et al., 2003). II existe six
formes de protéines TARPs réparties en deux groupes selon leurs modulations des propriétés et du
trafic des récepteurs AMPA : les TARPs de type 1a (y-2 ou stargazine et y-3), de type 1b (y-4 et y-8) et
de type 2 (y-5 et y-7) (Kato et al., 2008; Tomita et al., 2003). Ainsi ’absence et la surexpression de
certaines TARPs (y-8 et stargazine notamment) influencent fortement la quantité de récepteurs AMPA
membranaires (Rouach et al., 2005; Schnell et al., 2002). De plus, des études ont montré 1’importance
de la liaison entre la stargazine et la PSD95 pour la stabilisation des récepteurs AMPA au niveau
synaptique et donc pour la transmission synaptique (Bats et al., 2007; Schelle et al., 2002). De méme,
la phosphorylation de la stargazine par la CaMKII promeut la LTP et le trafic des récepteurs AMPA en
facilitant I’interaction avec la PSD95 (Opazo et al., 2010). Ces études mettent en évidence le role

majeur des TARPs dans le trafic des récepteurs AMPAs pendant la LTP (figure 17).

Figure 17 : Représentation des molécules
interagissant avec les sous-unités des récepteurs
AMPA importantes pour la LTP. La sous-unité
GluAl interagit avec la protéine SAP97 et la
protéine 4.IN alors que la sous-unite GluA2
interagit avec les protéines GRIP/ABP et PICKI. Les
molécules TARPs interagissant avec la protéine
PSD-95 sont des sous-unités auxilliaires des
récepteurs AMPA. Tous ces partenaires semblent
impliqués dans le trafic des récepteurs AMPA durant
la LTP et la LTD.

La CaMKII phosphoryle aussi directement la sous-unité GluA1l au niveau de la sérine 831 induisant
I’augmentation de la conductance du canal (Kristensen et al., 2011). Aussi, durant la LTP le niveau de

phosphorylation de GluAl en ser831 est augmenté (Lee et al., 2000). La sous-unit¢ GluAl est aussi
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phosphorylée par la PKA au niveau de la sérine 845 (Roche et al., 1996) et au niveau de la sérine 818
par la PKC (Boehm et al., 2006). La phosphorylation du GluA1 en 845 induit une augmentation de la
probabilité d’ouverture du canal (Banke et al., 2000). Ainsi, la phosphorylation de GluA1 au niveau
des ser831 et ser845 potentialise les propriétés du canal ionique ce qui pourrait étre un paramétre
expliquant la potentialisation de la transmission AMPA durant la LTP (Benke et al., 1998). Cependant,
les animaux exprimant un GluA1 ou I'une des deux sérines a été remplacée par une alanine présentent
une LTP normale (Lee et al., 2010a) alors que la LTP est diminuée chez les animaux chez qui les deux
sites sont non phosphorylables (Lee et al., 2003). Ces résultats suggerent que les phosphorylations au
niveau des sérines 831 et 845 ne sont pas nécessaires pour I’induction de la LTP mais participent
toutes deux au processus de LTP. De plus, la phosphorylation du GluA1l influe aussi sur son trafic
(Lee, 2006). La phosphorylation du GluA1l en 845 par la PKA permet I’incorporation membranaire
des récepteurs AMPA au niveau extrasynaptique (Oh et al., 2006). De méme, la phosphorylation en
ser818 par la PKC augmente I’interaction de GluAl avec 4.IN et permet 1’augmentation de
I’exocytose des récepteurs AMPA au niveau synaptique et extrasynaptique (Boehm et al., 2006; Lin et

al., 2009).

L’ensemble de ces études sur le trafic des récepteurs AMPA a permis de mettre en place un
modele en deux phases pour I’insertion des récepteurs AMPA durant la LTP. Dans une premiére
étape, la phosphorylation des récepteurs AMPA par la PKA induit I’insertion des récepteurs a la
membrane dans une région extrasynaptique. Dans un second temps, 1’activation de la CaMKII et de la
PKC entrainent la phosphorylation des récepteurs AMPA et des protéines TARPs induisant alors la
capture des récepteurs AMPA au niveau synaptique. Ce modéle conduit a une augmentation de la
quantité de récepteurs AMPA au niveau synaptique et a une potentialisation de leurs propriétés avec,
notamment, une augmentation de leur perméabilité au Ca®" permettant d’expliquer I’augmentation de

la transmission AMPA durant la LTP (Derkach et al., 2007; Opazo and Choquet, 2011) (figure 18).
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Figure 18 : Représentation de la phosphorylation et du recrutement synaptique des récepteurs AMPA
durant la LTP. La sous-unité GluAl est phosphorylée par la PKA sur la sérine 845 (1) permettant [’insertion
membranaire des récepteurs AMPA. La CaMKII activée va phosphoryler GluAl sur la sérine 831 mais aussi
phosphoryler la stargazine (2), entrainant ainsi la capture des récepteurs AMPA au niveau synaptique et leur
liaison a la protéine PSD-95 (3).

4- Maintien de la potentialisation

Tous les mécanismes que nous avons décrits jusqu’ici s’intéressent aux phases précoces de la
LTP qui se mettent en place généralement dans la demi-heure suivant I’induction. Cependant, une des
caractéristiques de la LTP est sa durée dans le temps (Abraham et al., 2002). Ainsi, d’autres

mécanismes sont mis en place pour assurer la durabilité de la LTP.

La phase tardive de la LTP (L-LTP) se distingue de la phase précoce de part la nécessité de
synthése de nouvelles protéines et est associée a des changements structuraux de la synapse (Frey et
al., 1988; Harris et al., 2003; Muller et al., 2002). En effet, la L-LTP est inhibée en présence
d’inhibiteurs de la synthése protéique et de la transcription suggérant que la synthése de nouvelles
protéines est un €lément important pour le maintien de la LTP (Nguyen et al., 1994; Scharf et al.,
2002). L’entrée de calcium importante durant la phase précoce active plusieurs voies de signalisation,
comme nous avons vu précédemment, qui participent a la transcription/traduction de nouvelles

protéines. Par exemple, la PKA est activée de fagon persistante durant la L-LTP et est nécessaire pour
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I’activation du facteur de transcription CREB (cAMP response element-binding protein) (Nguyen and
Woo, 2003). Mais d’autres voies sont activées et participent fortement a la L-LTP. Ainsi, I’activation
de la CaMKIV (Ca’'/calmoduline kinase IV) et MAPK (mitogen-associated protein kinase)
(notamment ERK (extracellular signal-regulated kinase)) augmente la phosphorylation de CREB lors
de la LTP (Miyamoto, 2006). CREB est un facteur de transcription contrdlant 1’expression de génes
contenant dans leur promoteur la séquence CRE (cAMP response element). Une fois phosphorylé,
CREB est activé et se lie a CBP (CREB binding protein) pour former un facteur de transcription
fonctionnel (Montminy et al., 1990). Il a ét¢ montré que la L-LTP était corrélée avec I’expression de
gene dépendant de CRE (Impey et al., 1996). CREB va induire la synthése de nouveaux ARNm qui

seront acheminés a la synapse pour étre traduits (Kelleher et al., 2004).

Parmi les geénes exprimés durant la L-LTP (ou EIG pour early-immediate genes), on trouve la
molécule Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein ou Arg3.1) (Steward et al., 1998).
Arc est une protéine associée au cytosquelette et participe notamment au trafic des récepteurs AMPA
(Chowdhury et al., 2006). La synthése de la protéine Arc est requise pour la stabilisation de la LTP
(Shepherd and Bear, 2011). En effet, les souris déficientes pour Arc présentent une absence de phase
tardive de la LTP alors que la phase précoce est augmentée (possiblement a cause de I’implication de
Arc dans les phénoménes de métaplasticité) (Plath et al., 2006). Etant donné le lien entre Arc et le
cytosquelette, il serait intéressant d’étudier I’éventuelle implication d’Arc dans les modifications
morphologiques de la synapse lors de la L-LTP. En effet, la L-LTP est associée a 1’expansion de la
densité postsynaptique mais aussi a 1’élargissement des épines dendritiques et a une augmentation du
nombre d’épines (Buchs and Muller, 1996; Geinisman et al., 1991). Ces changements structuraux
dépendent principalement de changements au niveau de la polymérisation de 1’actine (Kim and
Lisman, 1999; Krucker et al., 2000). En effet, la LTP est associée a la phosphorylation de la cofiline
qui va favoriser la polymérisation de 1’actine, en accord avec une augmentation de 1’actine-F observée
au niveau des épines dendritiques (Fukazawa et al.,, 2003). De plus, I’augmentation de la
phosphorylation de la cofiline est associée a un élargissement de la PSD (Chen et al., 2007). De

maniére intéressante, une étude a montré que 1’inhibition d’Arc entrainait une déphosphorylation de la
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cofiline et la diminution de I’actine-F au niveau des épines dendritiques durant la LTP, suggérant une

fonction de Arc dans les modifications morphologiques induites par la LTP (Messaoudi et al., 2007).

Malgré le role important de 1’activation des kinases mentionnées précédemment pour
I’induction de la L-LTP, il a été montré qu’elle n’était pas essentielle pour son maintien (Otmakhov et
al., 1997). A ce jour, seule une kinase, la protéine kinase M ou PKMC, semble essentielle pour le
maintien de la phase tardive de la LTP (Ling et al., 2002). En effet, la LTP induit une augmentation
persistante de PKM( et I’inhibition de la PKM par perfusion intracellulaire avec un inhibiteur
spécifique réverse la L-LTP méme s’il est injecté plusieurs heures aprés I’induction de la LTP
(Pastalkova et al., 2006). D’un point de vue fonctionnel, la PKMC potentialise la transmission
synaptique en influant sur le nombre de récepteurs AMPA au niveau postsynaptique (Migues et al.,
2010). De maniére intéressante, l’inhibition de la PKMC in vivo plusieurs heures aprés un
entrainement conduit a la perte de la mémoire lorsqu’elle est testée ultérieurement (Madronal et al.,
2010; Serrano et al., 2005). Ces études et d’autres ont suggéré que la PKMC serait primordiale pour la
mémoire a long terme et représenterait 1’empreinte moléculaire de la mémoire a long terme (Sacktor,
2012). Cependant ces résultats ont été remis en cause derniérement par une étude montrant que la
souris déficiente pour PKM( ne présentait pas de défaut de mémoire ni de LTP, et que I’inhibiteur
utilisé dans les études précédentes avait le méme effet chez la souris déficiente pour PKMC que chez la

souris témoin (Volk et al., 2013) (figure 19).
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Figure 19 : Représentation de la mise en place de la phase tardive de la LTP. L ‘entrée massive de calcium
durant la phase précoce de la LTP induit [’activation de nombreuses voies de signalisation dont la PKA, la
CaMKIV et les MAPK qui vont activer le facteur de transcription CREB. Les ARNm nouvellement transcrits sont
transportés au niveau de la synapse ou ils sont traduits localement. Parmi les nouvelles molécules générées, la
protéine Arc va agir sur [’actine et ainsi participer aux modifications morphologiques de la synapse, la protéine
kinase PKM¢ va, quant a elle, influer sur le nombre de récepteurs AMPA a la synapse. La protéine PKM ¢ peut
aussi étre activée directement par I’activation des récepteurs NMDA.

D’autre part, plusieurs travaux ont mis en évidence un réle majeur du facteur neurotrophique
BDNF dans la plasticité synaptique et la mémoire (Bramham and Messaoudi, 2005; Minichiello,
2009). En effet, le BDNF (brain-derived neurotrophic factor) a ét¢é montré comme important pour
I’induction et le maintien de la L-LTP (Bramham and Messaoudi, 2005). Notamment, il a ét¢ montré
que 1’apport de BDNF exogene induisait la transformation de la E-LTP (phase précoce de la LTP) en
L-LTP en présence d’inhibiteurs de synthése protéique (Lu et al., 2008; Yano et al., 2006) notamment
via I’activation de la PKMC (Mei et al., 2011). Etant donné le doute que des études récentes ont
rapporté vis-a-vis de la spécificité de I’inhibiteur utilisé contre la PKMUJ, il est possible que le BDNF
n’active pas la PKMZ mais plutdt une autre molécule bloquée par le méme inhibiteur. Durant la LTP,
il y a libération du BDNF endogéne qui assurerait ainsi le maintien de la LTP (Pang and Lu, 2004;
Pang et al., 2004). Le BDNF participerait de manicre active aux changements morphologiques des

¢épines dendritiques et a la synthése de nouvelles protéines durant la LTP (Rex et al., 2007). En effet,
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il induit I’expression de ’ARNm de Arc qui est impliqué dans les modifications morphologiques
comme nous ’avons vu précédemment (Wibrand et al., 2006) (figure 20). Le maintien de la LTP reste
moins bien connu que les événements précoces notamment a cause des différences entre les protocoles

d’induction de la LTP.

Figure 20 : Implication du BDNF dans la mise en place de la phase tardive de la LTP. Le BDNF exogeéne ou
libéré durant la LTP va se fixer sur les récepteurs TrkB synaptique et induire I’expression de la molécule Arc
mais aussi engendrer [’activation de la PKM{ concourant ainsi au maintien de la LTP.
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III- Implication de I'immunité et de ses molécules dans le
développement neuronal, 'homéostasie synaptique et les
fonctions cognitives

Le systéme immunitaire et le systéme nerveux central sont deux systémes en interaction. Au
niveau cellulaire et moléculaire, les deux systémes vont agir 'un sur ’autre notamment via la
sécrétion de cytokines et de neurotransmetteurs. Il a plus récemment été montré, au sein du systéme
nerveux central, D’expression de certaines molécules que [’on pensait restreintes au systeme
immunitaire. Ce répertoire moléculaire commun suggéere des similarités de mécanismes entre les deux
systémes. Bien que le systéme immunitaire ait un effet plutot néfaste sur le fonctionnement du systéme
nerveux central en conditions pathologiques, les cellules de I’immunité semblent participer au
fonctionnement physiologique du cerveau. Je ne décrirai ici que le rle des cellules de I’immunité et la
fonction dans le systéme nerveux central de molécules dites immunes dans des conditions non

pathologiques.

A- Roles des cellules immunitaires

Les cellules de I’'immunité ont surtout été décrites pour leurs effets délétéres sur le systeme
nerveux central. Ainsi une activation de la cellule microgliale ou une infiltration de cellules de
I’immunité périphérique, notamment les lymphocytes, sont généralement associées avec des effets
néfastes sur la fonction et le devenir des neurones (Aguzzi et al., 2013; Mars et al., 2011; Monahan et
al., 2008; Rezai-Zadeh et al., 2009). Cependant, un role de ces cellules dans le fonctionnement
physiologique du cerveau émerge d’études récentes. Parmi les cellules du systeme immunitaire
périphérique impliquées dans le fonctionnement physiologique du cerveau, les lymphocytes T
occupent une place centrale avec, dans une moindre mesure, les macrophages. Les lymphocytes B, les
cellules Natural Killer (NK) et les cellules dendritiques n’ont, & ce jour, pas été¢ impliqués dans la

fonction cérébrale en conditions non-pathologiques.

57



Introduction : Implication de I'immunité et de ses molécules dans le SNC
1- Les microglies

Les microglies sont les cellules macrophagiques du cerveau, assurant des fonctions
immunitaires au sein du SNC, mais assurant également un support pour la neurogénése par la sécrétion
de facteurs et en participant activement aux fonctions synaptiques. Représentant entre 5 et 20% des
cellules gliales du cerveau des rongeurs suivant les régions cérébrales (Kettenmann et al., 2011), elles
dérivent de progéniteurs du sac vitellin et migrent vers le systéme nerveux central durant les phases
précoces de I’embryogénése (Ginhoux et al., 2010). Ainsi, les microglies sont les seules cellules du
cerveau d’origine hématopoiétique et non pas neuroectodermique. Des découvertes récentes ont mis en
lumiére un role de la microglie dans le développement neuronal, la plasticit¢ synaptique et la

cognition.

a- Microglies et développement neuronal

Les microglies migrent et infiltrent le cerveau durant les phases précoces de I’embryogénése
coincidant avec la période de forte mort neuronale (de la Rosa and de Pablo, 2000). En effet, au cours
du développement, une grande quantité de neurones meurt par apoptose (environ 85 000 par jour) et la
fonction phagocytaire de la microglie semble jouer un réle majeur dans I’élimination des débris
neuronaux (Cunningham et al., 2013; Takahashi et al., 2005; Wakselman et al., 2008). Il a aussi été
montré que la microglie promouvait la mort des cellules surnuméraires du cervelet au cours du
développement par phagocytose des cellules exprimant une forme activée de la caspase 3 (Mar n-Teva
et al., 2004). De plus, la microglie semble induire 1’apoptose des neurones hippocampiques selon un
mode d’action similaire a celui des cellules de I’immunité innée. Elle nécessite 1’expression des
molécules CD11b et DAP12 (DNAX activation protein of 12kDa), ainsi que la production d’ions

superoxyde (Wakselman et al., 2008) (figure 21).

En plus d’une fonction de la microglie sur la mort neuronale développementale, des études ont
montré, in vivo, une association de la microglie avec les fibres axonales (Dalmau et al., 1997, 1998), et
au niveau de sites majeurs pour la pousse dendritique (Santos et al., 2008) dans différentes régions du
cerveau en développement, notamment dans I’hippocampe. La microglie pourrait donc jouer un role

dans le développement neuronal. Par des études in vitro, il a été montré qu’un milieu de culture
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conditionné par la microglie augmentait la survie des neurones ainsi que la pousse des neurites
(Chamak et al., 1994; Morgan et al., 2004; Zhang and Fedoroff, 1996). Ces résultats semblent indiquer
un role possible de la microglie sur la pousse des prolongements neuronaux mais aucune preuve in

vivo n’a encore €t¢ apportée pour soutenir cette hypothése (figure 21).

La microglie semble aussi jouer un réle important dans la synaptogénése (Paolicelli et al., 2011).
Durant la synaptogénese, le nombre de connexions synaptiques établies par les neurones excéde celui
présent dans le cerveau mature (Tremblay et al., 2011). Il y a donc, au cours du développement, une
¢limination des synapses excédentaires et une stabilisation des autres connexions, un phénoméne
appelé élagage synaptique (Hua and Smith, 2004). Des données récentes ont montré que la microglie
est un acteur majeur dans ce processus (Paolicelli et al., 2011). Au cours du développement, la
microglie adopte une morphologie ramifiée avec de longs prolongements (Hanisch and Kettenmann,
2007). Alors que cette microglie ramifiée a longtemps été considérée comme quiescente, des ¢tudes
d’imagerie in vivo ont mis en évidence une trés grande motilité de ces prolongements (de 1’ordre de
1/3pum par minute) permettant ainsi a 1’ensemble des microglies de sonder leur environnement et de
couvrir la globalité du parenchyme cérébral en quelques heures (Davalos et al., 2005; Hanisch and
Kettenmann, 2007; Nimmerjahn et al., 2005). Les prolongements microgliaux établissent des contacts
brefs et directs avec les synapses en conditions physiologiques et certaines synapses sont €liminées
aprés un contact prolongé avec la microglie dans un modele d’ischémie cérébrale (Wake et al., 2009).
Ces données suggerent un role actif de la microglie dans le processus d’élagage synaptique.
Cependant, les mécanismes moléculaires adoptés par la microglie dans ce processus restent peu
connus. Une étude réalisée sur la souris déficiente pour CX3CR1 (CX3C chemokine receptor 1), un
récepteur aux chimiokines exprimé par les monocytes et donc uniquement par la microglie dans le
SNC (Harrison et al., 1998), a montré que 1’absence de ce récepteur entrainait un délai dans 1’¢lagage
synaptique au niveau de I’hippocampe, se traduisant par un exceés de synapses immatures et une
augmentation de la LTD chez le jeune animal mais pas chez I’adulte (Paolicelli et al., 2011). Le ligand
de CX3CRI est la fractalkine (ou CX3CL1 (CX3C ligand 1)), exprimé et sécrété par les neurones

(Ransohoff et al., 2007). Une hypothése est que CX3CLI, sélectivement exprimé au niveau des
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synapses a éliminer, serait reconnu par le CX3CRI1 microglial. Dans le systéme visuel, la voie
classique du complément a été identifié¢e comme un mécanisme de 1’élagage synaptique. Les
composants Clq et C3 de la cascade du complément sont exprimés au niveau des synapses immatures
et sont importants pour 1’élagage des synapses du noyau rétinogéniculé du systéme visuel (Stevens et
al., 2007). Une étude récente a montré I’expression par la microglie du récepteur au complément 3
(CR3) dont le ligand est C3 et une augmentation du nombre de synapses chez les souris déficientes
pour CR3 (Schafer et al., 2012). Les auteurs proposent que 1’élagage synaptique au niveau du systéme
visuel soit médié par la laison du CR3 microglial avec la molécule C3 présente sur les synapses

immatures ciblées pour étre éliminées (Schafer and Stevens, 2010; Schafer et al., 2012) (figure 21).

Figure 21 : Représentation du role de la microglie dans le développement neuronal. La microglie participe
au deéveloppement neuronal lors de [’apoptose développementale ou elle élimine les neurones excédentaires,
notamment marqués par la caspase3, via la sécrétion de NO et I’expression des récepteurs CDI11b et DAPI2.
Elle participe aussi a la phagocytose des débris cellulaires issus de I’apoptose. La proximité de la microglie
avec les prolongements neuronaux durant le développement et [’action des molécules sécrétées par la microglie
sur la pousse des neurites in vitro suggerent un role de la microglie sur le développement des prolongements
neuronaux. La microglie participe a [’élagage synaptique en reconnaissant, via ces récepteurs CR3 et CX3CRI,
les synapses a éliminer exprimant CX3CLI et Clg/C3.
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b- Microglies et plasticité

En plus de son role au niveau développemental, la microglie semble aussi étre importante dans la
plasticité et la cognition. La microglie peut sécréter de nombreux facteurs capables de moduler
I’activité synaptique (tableau 3). Par exemple, la sécrétion d’IL-1p (interleukine 1 beta) par la
microglie facilite 1’activation des récepteurs NMDA et est importante pour les phénomeénes
d’apprentissage et de mémoire dépendants de 1’hippocampe (Viviani et al., 2003; Williamson et al.,
2011). La sécrétion du TNFa (tumor necrosis factor alpha) par les cellules gliales, dont les microglies,
a été montrée comme médiatrice de plasticité. En conditions physiologiques, un taux faible de TNFa
est nécessaire pour la mise en place de I’ajustement synaptique (synaptic scaling), phénoméne
d’adaptation de I’ensemble des synapses d’un neurone correspondant a une forme de plasticité
(Stellwagen and Malenka, 2006). Ainsi I’incubation de coupes d’hippocampes avec du TNFa
augmente 1’expression des récepteurs AMPA et augmente ainsi le ratio du courant AMPA/NMDA,
sans affecter la LTP et la LTD (Stellwagen and Malenka, 2006). De méme, la sécrétion du facteur
neurotrophique BDNF régule directement 1’activité synaptique dans la moelle épinieére (Coull et al.,
2005). Alors que la sécrétion de facteurs neurotrophiques par la microglie promeut généralement la
plasticité synaptique et la cognition, I’action des cytokines et molécules inflammatoires est plus
compliquée. La concentration semble étre le facteur majeur dans le réle bénéfique ou délétére de ces

molécules sur la plasticité et le comportement (tableau 3, figure 22).
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Facteurs
neurotrophiques

Cytokines et
molécules

inflammatoires

Nom Cellules sécrétrices
BDNF neurones, astr_ocytes et
microglies
NGF neurones, astr_ocytes et
microglies
IGF-1 neurones, astr_ocytes et
microglies
VEGF neurones, astr_ocytes et
microglies
NT-3 neurones, astr_ocytes et
microglies
NT-4 neurones, astr_ocytes et
microglies
neurones, astrocytes et
IL-1B S, astrocyt
microglies
IL-6 ast?ocyte.s et
microglies
astrocytes et
TNFa rocyte
microglies
neurones, astrocytes et
TGFB S, astrocyt
microglies
Prostaglandines astrocytes et

microglies

Action sur la
plasticité

Promeut la LTP

Promeut la LTP
Promeut la LTP
Promeut la LTP

Promeut la LTP

?

7 bloque la LTP
— promeut la LTP
N bloque la LTP
pas d'effet sur
LTD

7 bloque la LTP
— promeut le
maintien de la LTP

7 bloque LTP
N normal
LTP/LTD

Y inhibe plasticité
homéostatique

7 bloque LTP
— promeut LTP
N bloque LTP

Action sur la neurogénése

Promeut la prolifération

Promeut la prolifération (?)
Promeut la prolifération
Promeut la prolifération

Promeut la prolifération

Promeut la différenciation
neuronale

7 inhibe la prolifération et la
différenciation

7 inhibe la prolifération

7 inhibe la prolifération et la
différenciation neuronale
faible TNFa favorise la
prolifération
\ favorise la prolifération et
la différenciation

7 inhibe la prolifération
faible TGFb promeut la
prolifération

\ inhibe la prolifération

Action sur la mémoire

Favorise la mémoire dépendante
de I'hippocampe

Favorise la mémoire
Favorise la mémoire
Favorise la mémoire
Favorise la mémoire

Favorise la mémoire

7 défauts de mémoire
— favorise la mémoire
N\ défauts de mémoire

7 défauts de mémoire avec 1'age
faible IL-6 favorise la mémoire
(en condition pathologique)

\ favorise la rétention

7 défauts de mémoire avec 1'age

7 favorise mémoire (en condition
pathologique)

7 défauts de mémoire
N\ défauts de mémoire

Références

(Barnes and Thomas, 2008; Heldt et al.,
2007; Li et al., 2008; Lu et al., 2008)

(Conner et al., 2009; Kelly et al., 1998; Kim
and Oh, 2013; Woolf et al., 2001)

(Annenkov, 2009; Maher et al., 2006;
Sonntag et al., 2005; Trejo et al., 2007)

(Cao et al., 2004; Licht et al., 2011)
(Shimazu et al., 2006)

(Liu et al., 2009; Shen et al., 2010)

(Bellinger et al., 1993; Goshen et al., 2007,
2009; Hein et al., 2010; Song and Horrobin,
2004; Spulber et al., 2009)

(Balschun et al., 2004; Braida et al., 2004;
Heyser et al., 1997; Li et al., 1997; Monje et
al., 2003; Shapira-Lichter et al., 2008;
Valliéres et al., 2002)

(Bjugstad et al., 1998; Fiore et al., 1996;
Kaneko et al., 2008; Pickering and
O’Connor, 2007; Stellwagen and Malenka,
2006; Widera et al., 2006)

(Battista et al., 2006; Li et al., 2013; Mathieu
et al., 2010; Wachs et al., 2006)

(Hein et al., 2007; Kotilinek et al., 2008;
Sharifzadeh et al., 2005; Shaw et al., 2003)

Tableau 3 : Facteurs sécrétés par la microglie modulant la plasticité, la neurogénése et la mémoire. A surexpression ; - niveau physiologique ; N sousexpression
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Quelques études ont montré 1’importance de la microglie dans la cognition et certains troubles du
comportement. Ainsi, chez la souris déficiente pour MECP-2 (methyl CpG binding protein 2), mode¢le
du syndrome de Rett, une forme extrémement sévére d’autisme, il a été montré que 1’expression
sélective de MECP-2 dans les monocytes, incluant les microglies, était capable de restaurer le
phénotype de la souris déficiente (Derecki et al., 2012a). Il apparait que la déficience en MECP-2
induise une diminution de I’activité phagocytaire de la microglie a 1’origine du phénotype
comportemental de la souris puisqu’un blocage pharmacologique de la phagocytose empéche la
restauration du phénotype (Derecki et al., 2012a, 2012b). De méme, dans un modéle de
trichotillomanie (souris déficientes pour homeobox B8 (HoxbS8)), caractéris¢é par un arrachage
compulsif des poils associ¢ a un toilettage répétitif, la migration de microglies dérivées de la moelle
osseuse saine dans le cerveau aprés greffe engendre une restauration du comportement de 1’animal
(Chen et al., 2010). Enfin, chez ’homme et la souris, la perte de fonction de DAP12 ou TREM2
(triggering receptor expressed on myeloid cells 2), deux molécules agissant de concert et étant
essentiellement exprimées par la microglie dans le SNC, résulte en une démence frontale, la maladie
de Nasu-Hakola (Paloneva et al., 2002). Chez la souris, 1’absence de DAP12 engendre une
augmentation de LTP associée a une diminution du nombre de récepteurs AMPA et TrkB (tyrosine
receptor kinase B, récepteur au BDNF) synaptiques, ce qui suggére un role de la microglie dans la
plasticité synaptique et potentiellement dans la physiopathologie de cette maladie (Roumier et al.,
2004). Cependant, ces résultats sont encore source de débats puisque certains auteurs décrivent aussi
une expression oligodendrocytaires de TREM2 qui pourrait expliquer la démyélinisation et la démence

dont souffrent les patients avec une perte de fonction de TREM?2 (Kiialainen et al., 2005) (figure 22).

La neurogénése au stade adulte représente un élément majeur pour la cognition et la plasticité
synaptique sur laquelle la microglie peut influer. La microglie semble agir sur la neurogénese via la
sécrétion de facteurs trophiques comme le IGF-1 (insulin growth factor 1) mais aussi des cytokines
comme le TGFf (transforming growth factor beta) pouvant influer positivement sur la neurogénése
(Annenkov, 2009; Battista et al., 2006; Kohman et al., 2012; Mathieu et al., 2010). Le récepteur

CX3CR1 semble aussi important dans I’action de la microglie sur la neurogénése puisque cette
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derniére est diminuée chez les souris déficientes pour CX3CRI1, et associée a une absence de LTP et
des défauts de comportements notamment au test de la piscine de Morris (Rogers et al., 2011). De plus
il a été montré que la microglie participait a I’élimination des neurones nouvellement formés subissant
I’apoptose, empéchant ainsi la création d’un microenvironnement nécrotique défavorable a la
neurogénese (Sierra et al., 2010). La microglie présente ainsi un réle de support pour la neurogénése

adulte (figure 22).

En plus d’un effet direct de la microglie sur la fonction synaptique, la microglie semble étre
sensible a I’activité des synapses. En effet, le sondage des synapses par les prolongements microgliaux
semble étre dépendant de 1’activité synaptique puisque le blocage de 1’activité synaptique, notamment
par la tetrodotoxine induit une diminution de la fréquence des contacts entre la microglie et la synapse
(Wake et al., 2009). De plus, les activités neuronales inhibitrice et excitatrice régulent la morphologie
de la microglie in vitro. Cependant, les récepteurs aux neurotransmetteurs n’étant pas détectés sur la
microglie in vivo dans le cerveau sain, cette régulation de morphologie par I’activité synaptique fait
vraisemblablement intervenir un intermédiaire comme I’ATP qui est capable de modifier la

morphologie microgliale in vivo et in vitro (Fontainhas et al., 2011).

Figure 22 : Mécanismes de modulation de la plasticité, la mémoire et la neurogénése par la microglie. La
microglie module la neurogénése adulte par la sécrétion de cytokines et de facteurs neurotrophiques (tableau 3),
mais aussi en éliminant les débris cellulaires et neurones nouvellement formés, par phagocytose, notamment
grace a l'expression de la molécule MECP-2. Elle influe aussi sur la plasticité synaptique et la mémoire en
sécrétant des cytokines et des facteurs neurotrophiques (tableau 3). L expression par la microglie des molécules
DAPI12, TREM?2 et CX3CRI est importante pour les phénomenes de plasticité et de mémoire et pourrait influer
sur les contacts établis entre la microglie et la synapse.
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2- Les lymphocytes T
De maniére assez surprenante, les lymphocytes T semblent jouer un rdéle important dans la
cognition et la neurogénése (Kipnis et al., 2012; Wolf et al., 2009a). Les premicres évidences d’un role
des lymphocytes T dans I’apprentissage et la mémoire viennent de la caractérisation comportementale
des souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) qui ne possédent ni lymphocytes T, ni
lymphocytes B (Kipnis et al., 2004). Ces souris présentent des défauts comportementaux dans
différents tests, tels que la piscine de Morris (MWM) et le labyrinthe de Barnes, et I’injection de
lymphocytes T a ces animaux engendre une amélioration des performances cognitives, suggérant ainsi
un role des lymphocytes T dans ’apprentissage et la mémoire (Brynskikh et al., 2008). Apres cette
étude, I’utilisation d’autres modeles animaux naturellement déficients en lymphocytes T (souris nude)
mais aussi d’animaux totalement déplétés en lymphocytes T (traitement anti-CD3) ou déplétés en
lymphocytes T circulants ont confirmé ces premiéres observations (Barnard et al., 2009; Derecki et al.,
2010; Wolf et al., 2009b; Ziv et al., 2006) (tableau 4). Ainsi les lymphocytes T, notamment CD4+,
apparaissent comme des éléments cellulaires essentiels aux mécanismes d’apprentissage et de

mémoire (Derecki et al., 2010; Wolf et al., 2009b).
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Modéle Animal Car'a cteristique Cognition Neurogénése Références
immune
A stress et anxiété (LCS (Brynskikh et al., 2008;
et TSB) N neurogénése Cohen et al., 2006; Derecki
SCID Absencede LTetLB |« ire (MWM / BM DG et al., 2010; Kipnis ct al.,
/ RAWM) 2004; Ziv et al., 2006)
SCID +LT Repopulation en LT 2 mémoire (RAWM) (Brynskikh et al., 2008)
SCID + splénocytes . . .
déplétss en LT Repopulation en LB N mémoire (RAWM) (Brynskikh et al., 2008)
sourts g\gg BMT Absence de LT et LB N mémoire (RAWM) (Brynskikh et al., 2008)
71 stress et anxiéte (LCS N neurogénése  (Cohen et al., 2006; Kipnis
nude Absence de LT ¢t TSB) DG et al., 2004; Ziv et al, 2006)
N mémoire (MWM) " ’ ?
nude + splénocytes Repopulation en LT 7 neu];(éigenese (Ziv et al., 2006)
souris RAG1 et N neurogenése
RAG2™- Absence de LT et LB DG (Wolf et al., 2009b)
souris uMT Absence de LB NIEUTOEENEse (Wolfet al., 2009b)
normal
souris traitées avec R N neurogénése
un anti-CD3 Déplétion en LT DG (Wolfet al., 2009b)
souris traitées avec ., ... L N neurogénése
un anti-CD4 Déplétion en LT CD4 N mémoire (MWM) DG (Wolfet al., 2009b)
souris traitées avec ., ... neurogéneése
un anti-CDS8 Déplétion en LT CD8 normal (Wolfet al., 2009b)
souris traitées avec ., . . . . s
un sérum anti- Réduction population N mémoire (labyrinthe a (Barnard et al., 2009)
LT 7 bras)
thymocyte

Tableau 4: Modéeles montrant le lien entre lymphocytes T, cognition et neurogénése. SCID : Severe
Combined Immunodeficiency ; BMT : transplantation de moelle osseuse ; LCS : labyrinthe en croix surélevé ;
TSB : test du sursaut au bruit ; MWM : test de la piscine de Morris ; BM : labyrinthe de Morris ; RAWM : test
de la piscine a 6 bras ; DG : gyrus denté ; LT : lymphocytes T ; LB : [ymphocytes B.

Comment les lymphocytes T peuvent-ils agir sur les fonctions cérébrales ? Il a été montré que la
réalisation d’un test comportemental (la piscine de Morris) entrainait une accumulation de
lymphocytes T au sein des méninges et des plexus choroides (Derecki et al., 2010). Etant donné qu’en
conditions physiologiques il n’est pas détecté de lymphocytes T dans le parenchyme cérébral, les
méninges apparaissent comme un site potentiel important pour la communication entre les
lymphocytes T et le cerveau. L’analyse des cytokines exprimées par les lymphocytes T accumulés au
niveau des méninges a mis en évidence une expression d’IL-4 (interleukine 4). Le mécanisme
d’action des lymphocytes T semble étre double. D une part, la sécrétion d’IL-4 semble diminuer la

production de TNFa et d’IL-12 (interleukine 12) par les cellules myéloides des méninges, leur

donnant ainsi un profil anti-inflammatoire (Derecki et al., 2010). D’autre part, les lymphocytes T
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semblent aussi influer sur la production de BDNF dans le parenchyme. En effet, la déplétion en
lymphocytes T CD4+ induit une diminution du BDNF dans le cerveau (Wolf et al., 2009b). De plus,
I’IL-4 a été montrée comme induisant I’expression de BDNF par les astrocytes (Derecki et al., 2010).
L’ensemble de ces résultats semble indiquer que 1’accumulation de lymphocytes T sécréteurs d’1L-4
au niveau des méninges modifie la production de cytokines et de facteurs neurotrophiques au sein des
méninges et du parenchyme cérébral (Gadani et al., 2012; Kipnis et al., 2012) (figure 23). Il semble
aussi que 1’épitope reconnu par les lymphocytes T soit important dans la fonction pro-cognitive des
lymphocytes T. En effet, les souris transgéniques possédant des lymphocytes T spécifiques d’un
peptide de la BMP (basic myelin protein), protéine de la myéline exprimée dans le cerveau, présentent
une augmentation de ’apprentissage et de la mémoire a la piscine de Morris, alors que les souris
exprimant des lymphocytes T spécifiques de 1’ovalbumine présentent une diminution de

I’apprentissage et de la mémoire (Ziv et al, 2006).

Figure 23 : Mécanismes pro-cognitifs des lymphocytes T. Les lymphocytes T sécréteurs d’IL-4 sont
accumulés au niveau des méninges et des plexus choroides lors de la réalisation d’une tache cognitive. L’IL-4
agit sur les cellules myéloides des méninges en diminuant leur expression de cytokines pro-inflammatoires (IL-
12 et TNFa) et engendre aussi une augmentation de la sécrétion de BDNF par [’astrocyte du parenchyme
cérébral. Ces modifications de sécrétions de facteurs neurotrophiques et de molécules inflammatoires
supportent la neurogénese et la cognition.
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En dehors des fonctions d’apprentissage et de mémoire, les lymphocytes T ont aussi été impliqués
dans la réponse au stress. En effet, la présentation d’une odeur de prédateur a une souris induit un
stress chronique chez cet animal, similaire au stress post-traumatique décrit chez ’homme. Il a été
montré que les souris SCID et nude développaient plus de stress et d’anxiété que les souris sauvages,
et que I’expression de lymphocytes T spécifiques d’un épitope du SNC contrecarrait ce phénotype

(Cohen et al., 2006).

Les lymphocytes T ont aussi ét¢é montrés comme importants pour la neurogénése chez ’adulte
(Wolf et al., 2009a, 2009b ; Ziv et al, 2006). En effet, I’activation du systéme immunitaire adaptatif,
mais pas celle du systétme immunitaire inné, induit une augmentation de la neurogénese
hippocampique (Wolf et al, 2009a). De plus, les souris déficientes en lymphocytes T et B (SCID,
RAG1 -/- et RAG2 -/-) mais aussi les souris déficientes en lymphocytes T (nude) présentent une
diminution du nombre de cellules proliférantes dans le gyrus denté de I’hippocampe, alors que les
souris déficientes uniquement en lymphocytes B ne présentent pas de défaut (Wolf et al, 2009b ; Ziv et
al, 2006). De maniere plus spécifique, il a été montré que la déplétion des lymphocytes T CD4+ mais
pas des lymphocytes T CD8+ résultait en une diminution de la neurogénése hippocampique (Wolf et
al, 2009b). L’injection de lymphocytes T chez la souris nude ou de lymphocytes T CD4+ chez la
souris RAG2-/- induit une augmentation de la neurogénése dans I”hippocampe (Wolf et al, 2009b ; Ziv
et al, 2006). Comme pour la cognition, 1’épitope reconnu par les lymphocytes T semble important
puisque la neurogénése est augmentée chez les souris exprimant des lymphocytes T spécifiques de la
BMP et diminuée chez les souris exprimant des lymphocytes T spécifiques de 1’ovalbumine (Ziv et al,

2006).

Tous ces résultats ont été obtenus chez la souris et ces observations n’ont pas encore été
transposées chez 1’homme. Cependant, une étude a mis en évidence que les patients sous
immunosuppresseurs (notamment tacrolimus et sirolimus) ciblant préférentiellement les lymphocytes
T, présentaient des défauts d’attention et de mémoire de travail (Martinez-Sanchis et al., 2011). Méme
si cela n’a pas été prouvé, I’hypothése peut étre émise que 1’inhibition des capacités d’activation des

lymphocytes T soient a I’origine des défauts cognitifs des patients. Cependant, il a aussi été décrit que
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le tacrolimus était capable de franchir la barriére hémato-encéphalique (Kochi et al., 1999) et de ce fait
serait capable d’exercer une action directe dans le cerveau notamment via son action inhibitrice surla

calcineurine.

Il apparait ainsi que les lymphocytes T, en conditions physiologiques, sont importants pour les

fonctions cognitives.

3- Les macrophages

Les macrophages, ou plus précisément le statut inflammatoire des macrophages, a ét¢ montré
comme étant important pour 1’apprentissage et la mémorisation (Derecki et al., 2011). Les
macrophages peuvent présenter deux états d’activation, le macrophage activé classiquement (M1) est
plutdt pro-inflammatoire et sécréte des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa alors que le
macrophage activé alternativement (M2) est plutot anti-inflammatoire. L’activation du macrophage
selon un profil M1 ou M2 dépend du signal d’activation. In vitro, les macrophages M1 sont obtenus
par activation par LPS et IFNy (interferon gamma) alors que les macrophages M2 sont obtenus par
activation avec de I’IL-4. Il a été montré que I’injection de macrophages M2 en intraveineuse a une
souris SCID entrainait une amélioration des performances cognitives au test de la piscine de Morris
(Derecki et al., 2011). De plus, comme pour les lymphocytes T, I’injection de macrophages M2
entraine un changement du profil inflammatoire des cellules myéloides des méninges avec une
diminution de I’expression de TNFa et une augmentation de I’expression d’IL-10 (interleukine 10)
(Derecki et al., 2011). Il apparait donc qu’une modification du profil inflammatoire des macrophages
de la périphérie soit capable de modifier le profil inflammatoire des cellules résidentes des méninges

et de modifier les capacités d’apprentissage et de mémorisation de 1’animal.

B- Role de I'expression neuronale de molécules de 'immunité

En plus de I'impact des cellules de I'immunité sur le fonctionnement du cerveau, des molécules

découvertes dans le systéme immunitaire ont été montrées comme étant exprimées dans le systéme
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nerveux central ou elles participent au développement et au fonctionnement normal des neurones. Ces
nouvelles données mettent en évidence des fonctions non-immunitaires de molécules majeures du
systéme immunitaire. Cependant, il apparait des similitudes fonctionnelles pour certaines molécules.
Par exemple, dans le SI, les molécules du complément, en se fixant sur les cellules a éliminer,
permettent I’élimination sélective de cellules ciblées. De la méme manicre dans le systéme nerveux
central, il semble que les molécules du complément participeraient a 1’élimination des connexions
synaptiques en marquant spécifiquement les synapses a éliminer. Un autre exemple concernant le
CMHI (complexe majeur d’histocompatibiilt¢ de classe I), une famille de molécule cruciale dans le
systéme immunitaire pour la reconnaissance du soi et du non-soi, montre dans le SNC, un role
important pour la reconnaissance des synapses stables et instables. Il semble donc que, du moins pour
certaines molécules, les fonctions que I’on découvre dans le SNC partagent des similarités avec celles

décrites dans le systéme immunitaire.

1- Molécules de 'immunité innée

L’immunité innée représente la premiere ligne de défense contre les organismes pathogenes.
Les cellules de I’immunité innée procurent une réponse rapide contre les infections en induisant le
recrutement de cellules sur le site d’infection via la sécrétion de cytokines et de chimiokines, et en
activant la cascade du complément ainsi que I’immunité adaptative via la présentation d’antigenes. Les
deux types principaux de molécules de I’immunité innée exprimés dans le systéme nerveux sont les

récepteurs toll-like (TLR) et les molécules de la cascade du complément.

a- La famille des récepteurs toll-like (TLR)

Les TLR comptent 10 a 12 membres chez ’homme et la souris et sont exprimés par les cellules
dendritiques et les macrophages du systéme immunitaire. Découverts dans les années 90, ils
appartiennent a la famille des PRR (pattern recognition receptor) et sont capables de détecter des
motifs microbiens trés conservés appelés PAMP (Pathogen-associated molecular patterns) mais aussi
les molécules endogenes cytosoliques ou nucléaires libérées lors de la lésion des tissus, appelées
DAMP (Damage associated molecular pattern). Ainsi, les TLR participent activement a la réponse

rapide a une infection ou un danger (Kawai and Akira, 2007). Tous les TLR sont exprimés au niveau
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du systéme nerveux central, notamment par la microglie, qui représente I’immunité innée du cerveau
(Hanke and Kielian, 2011), mais certains TLR sont aussi exprimés par les neurones et les cellules

souches neurales (Tang et al., 2007).

Ainsi, les TLR 2, 3, 4, 7, 8 et 9 sont exprimés sur les neurones et/ou sur les cellules souches
neurales. Les TLR 7 et 9 ont été identifiés récemment comme étant exprimés au niveau postnatal, et
plus précisément au niveau des neurones. Cependant, leur fonction dans le neurone reste encore
inconnue (Kaul et al., 2012). Les TLR 2,3 et 4 sont exprimés sur les cellules souches neurales et ont
des actions antagonistes sur la prolifération et la différenciation de ces derniéres (Lathia et al., 2008;
Okun et al., 2010a; Rolls et al., 2007). Les TLR 3 et 4 sont des inhibiteurs de la prolifération des
cellules souches neurales aussi bien au niveau embryonnaire que chez I’adulte (Lathia et al., 2008;
Rolls et al., 2007). De plus, le TLR 4 est un inhibiteur de la prolifération et de la différenciation en
neurones des cellules progénitrices de la rétine (Shechter et al., 2008). Au contraire, le TLR 2 ne
semble pas influer sur la prolifération des cellules souches neurales mais joue un role dans la
différenciation neuronale des cellules souches (Rolls et al., 2007). La déficience en TLR 2 induit une
diminution du nombre de cellules double positives pour la double-cortine (marqueur de cellule
souche) et la beta-IlI-tubuline (marqueur de neurone) alors que 1’activation du TLR2 engendre 1’effet
inverse (Rolls et al., 2007) (figure 24). Cependant, nous avons vu dans le chapitre précédent que les
cellules de I'immunité, notamment les LT et les microglies, étaient capables d’influer sur la
neurogénese adulte et la plupart des études s’intéressant au role des TLR dans la neurogénése utilisent
des animaux déficients dans tout I’organisme. Or, les TLR 2, 3 et 4 sont aussi exprimés par la
microglie et le lymphocyte T (Hammond et al., 2010; Hanke and Kielian, 2011). Une hypothese est
que les effets sur la neurogénése observés in vivo en absence des TLR soient médiés par les cellules de

I’immunité, méme si les expériences réalisées in vitro vont dans le sens d’un réle neuronal des TLR.

Les TLR ont aussi été impliqués dans la polarisation neuronale. Ainsi, I’activation du TLR 8,
exprimé au niveau des axones, induit une diminution de la longueur des neurites alors que la
deficience en TLR 8 provoque une augmentation de la longueur des neurites (Ma et al., 2006, 2007).

Le TLR 3 semble aussi étre important pour la pousse neuritique puisque I’activation du TLR 3 induit
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la disparition du cone de croissance et ainsi inhibe la pousse du neurite (Cameron et al., 2007) (figure

24).

Les TLR 3 et 4 ont aussi un role dans la cognition (figure 24). En effet, la caractérisation
comportementale des souris déficientes pour le TLR 3 a montré une implication différente du TLR 3
dans les phénoméenes dépendants de 1’hippocampe et ceux dépendants de I’amygdale (Okun et al.,
2010b). Les souris déficientes en TLR 3 présentent une augmentation de leurs performances au niveau
de la mémoire spatiale hippocampique a la piscine de Morris mais aussi au test de reconnaissance
d’objet et dans un test de peur contextuelle (contextual fear), alors que leur mémoire liée a I’amygdale
est diminuée dans des tests de peur associée a un indice (cued fear), suggérant un réle différentiel du
TLR 3 sur différentes formes de mémoire. Une étude récente a comparé le comportement des souris
déficientes pour le TLR 4 et des souris traitées avec un antagoniste du TLR 4. Ils ont trouvé que
I’absence de TLR 4 augmentait la mémoire spatiale des animaux mais que 1’infusion intraventriculaire
d’un antagoniste en TLR 4 n’affectait pas la mémoire mais induisait une augmentation de I’anxiété,
suggérant I’importance du TLR 4 au niveau développemental pour les fonctions cognitives a 1’age
adulte (Okun et al., 2012). Ces différences pourraient aussi étre dues a un effet du TLR 4 immunitaire
sur les fonctions cognitives, qui ne serait pas stimulé lors d’une injection intraventriculaire. Bien
qu’encore non étudié, au vu de 1’effet du TLR 2 sur la neurogénése, il est probable que le TLR 2

affecte également les fonctions cognitives.

72



Introduction : Implication de I'immunité et de ses molecules dans le SNC

Figure 24 : Conséquences de l'expression neuronale des TLR sur le développement et la plasticité
cérébrale. Les TLR sont exprimés par les neurones au cours du développement et participent a leur
développement. Les TLR 2, 3 et 4 sont exprimés sur les cellules souches neurales. Alors que le TLR2 promeut la
difféerenciation neuronale des cellules souches, les TLR 3 et 4 sont des inhibiteurs de la prolifération et de la
différenciation neuronale des cellules souches. Durant le développement, les TLR 3 et 8 sont des inhibiteurs de
la pousse neuritique et ’activation du TLR3 entraine la disparition du cone de croissance. Enfin, les TLR 3 et 4
semblent jouer un réle dans la cognition, mais le mécanisme d’action (action sur la neurogénése ou action
directe sur les neurones matures) reste encore indéterminé. Bien que les TLR 7 et 9 soient exprimés par les
neurones au cours du développement post-natal, leur fonction reste inconnue.

b- Molécules de la cascade du complément

Les molécules du complément, protéines circulantes ou membranaires, présentes dans le sérum,
jouent un réle important dans la régulation de 1’inflammation et dans la défense contre les infections.
Elles sont capables de reconnaitre une importante variété de pathogénes via les motifs PAMP mais
aussi des motifs associés aux cellules en apoptose ou ACAMP (Apoptotic cell-associated molecular
pattern). Ainsi elles peuvent détruire les pathogénes par lyse directe ou bien via le recrutement de

cellules phagocytaires (Morgan and Gasque, 1996).

Une étude a montré I’expression des molécules C3a et C5a au niveau des cellules progénitrices
neurales (Rahpeymai et al., 2006). L’activation du C3a et de son récepteur induit une augmentation de
la neurogénese in vivo (Rahpeymai et al., 2006) et stimule la différenciation en neurones des cellules
progénitrices neurales in vitro (Shinjyo et al., 2009). De méme, le récepteur au complément CR2 est
aussi exprimé sur les cellules souches neurales et régule la neurogénese hippocampique (Moriyama et

al., 2011).
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La majorité des études sur 1I’expression et le role des molécules du complément sur les neurones a
montré un role majeur des molécules Clq et C3 dans la synaptogénese (Stephan et al., 2012). Comme
déja évoqué précédemment, les molécules du complément Clq et C3 sont exprimées au niveau des
neurones et les souris déficientes pour C1q ou pour C3 présentent un défaut majeur de ségrégation des
projections dans le noyau latéral géniculé du systéme visuel (Stevens et al., 2007). De plus, le nombre
de synapses est augmenté chez les souris déficientes suggérant un role important de ces molécules du
complément dans le remodelage synaptique ayant lieu durant la synaptogénése (Chu et al., 2010;
Stevens et al., 2007) (figure 25). Des études récentes ont aussi montré que d’autres molécules de la
famille du Clq comme le C1ql2, C1ql4-1 ou encore Cblnl-4 étaient localisées au niveau synaptique,
et importantes pour la formation et la plasticité des synapses (Bolliger et al., 2011; Iijima et al., 2010;

Shimono et al., 2010) notamment au niveau du cervelet (Matsuda and Yuzaki, 2011; Yuzaki, 2010).

Figure 25 : Hypothése d'action des
molécules du complément dans la
synaptogénése. Le role des molécules
du complément dans la synaptogénése
serait celui d’un marqueur
d’élimination, comme dans le SI. Les
synapses électriquement actives
libéreraient Cl1q/C3 sous forme soluble
qui viendrait se fixer sur les synapses
instables qui seraient reconnues et
éliminées par la microglie (notamment
via le récepteur CR3). Adapté de
Fourgeaud and Boulanger, 2007.

2- Molécules de 'immunité adaptative

En plus des molécules de I'immunité innée décrites précédemment, certaines molécules de
I’immunité adaptative sont aussi exprimées au sein du SNC et jouent un réle non-immunologique dans
le développement et la plasticité du systeme nerveux. Parmi ces molécules, on trouve surtout les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMHI) et certains de ces récepteurs

associés dont les fonctions dans le SNC ont fait I’objet de nombreuses études depuis 15 ans. La
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découverte de I’expression et d’une fonction du CMHI dans le systéme nerveux vient d’un criblage
des génes régulés par I’activité dans le noyau latéral géniculé du systéme visuel félin (Corriveau et al.,
1998). Depuis, de nombreuses études se sont intéressées aux fonctions du CMHI dans les différentes

étapes du développement neuronal.

Ainsi, des études récentes ont montré un réle du CMHI, et plus particuliérement des deux isotypes
H2-K(d) et H2-D(d), dans la neuritogénese (Bilousova et al., 2012; Washburn et al., 2011). Chez les
souris déficientes pour ces deux isotypes, les auteurs ont observé une diminution du pourcentage de
neurones polarisés et une diminution générale de la longueur des neurites sur les neurones en culture
aux premiers stades de développement. Au contraire, la surexpression de ’isotype H2-D dans les
neurones entraine une augmentation de la longueur et du nombre de neurites suggérant un role du
CMHI dans la régulation de la polarisation neuronale (Bilousova et al., 2012). Par ailleurs, il a été
montré qu'une forme soluble du CMHI sécrétée par clivage inhibait la pousse neuritique dans un
modele d’explant du thalamus (Washburn et al., 2011). Il semblerait donc que les formes

membranaires et solubles du CMHI aient des effets antagonistes sur la pousse neuritique.

Le CMHI a surtout été¢ étudié¢ dans le systéme visuel pour son rdle dans la ségrégation des
afférences et des connexions synaptiques. Lors de la mise en place du systéme visuel, les axones des
neurones de la rétine projettent dans le noyau latéral géniculé (LGN). Les neurones du LGN projettent
alors au niveau cortical dans le cortex visuel. Au cours du développement, en lien avec I’activité
neuronale, les afférences rétiniennes excédentaires au niveau du LGN vont étre éliminées afin de
permettre une ségrégation spatiale des projections venant de chaque ceil (figure 26 A,B). Dans le
systéme immunitaire, le CMHI nécessite les protéines [32microglobuline et TAP1 (transporter 1) afin
d’étre transporté et stabilisé a la membrane (Krangel et al., 1979), ainsi les souris déficientes pour ces
molécules sont considérées comme déficientes pour le CMHI. Ces souris montrent des défauts
d’élimination des afférences rétiniennes dans le LGN résultant en la persistance de projections
ectopiques (Huh et al., 2000). Par des approches plus directes en éliminant spécifiquement certains
isotypes du CMHI, I’absence des isotypes H2-K et H2-D engendrait une augmentation de la plasticité

des colonnes de dominance oculaire lors de la monoénucléation, ainsi qu’un défaut des projections au
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niveau du LGN (Datwani et al., 2009) (figure 26 C). Ces études montrent ainsi un réle majeur du
CMHI dans la ségrégation des projections des neurones de la rétine. De maniére intéressante, le
récepteur du CMHI, PirB (paired immunoglobulin-like receptor B), est aussi exprimé au niveau du
cortex visuel et les souris déficientes pour le PirB présentent le méme phénotype que les souris
déficientes pour le CMHI, suggérant un lien entre ces deux molécules aussi dans le SNC (Syken et al.,
2006). Etant donné I’'importance du CMHI dans la mise en place du systéme visuel, une équipe s’est
intéressé au role potentiel du CMHI dans le cervelet dont la mise en place nécessite aussi 1’élimination
de connexions excédentaires. Bien que le CMHI soit exprimé au niveau des neurones du cervelet, son
absence ne semble pas engendrer de défaut de connexions. Il semble ainsi que la fonction du CMHI

soit dépendante de la région cérébrale (Letellier et al., 2008).

Figure 26 : Représentation de la voie rétinogéniculée et du défaut développemental lié a 1'absence du
CMHLI. (4) les neurones de la rétine émettent leurs projections au niveau des noyaux latéraux géniculés (LGN)
présents dans le thalamus. Les neurones du LGN émettent leurs projections dans le cortex visuel. (B) A la
naissance, les projections rétinogéniculées se chevauchent dans le LGN (haut). L activité endogéne neuronale
provenant des yeux conduit au raffinement des projections conduisant a une ségrégation spécifique (bas). (C)
Les souris déficientes pour les isotopes H2-K et H2-D du CMHI possédent une zone de projection des afférences
rétiniennes dans le LGN (vert) plus importante que les souris sauvages. Adapté de Boulanger and Shatz, 2004 et
Datwani et al., 2009.
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Le CMHI joue aussi un role important dans la mise en place et la fonction des synapses. Ainsi,
I’absence du CMHI engendre une augmentation de la densité synaptique a la fois glutamatergiques et
GABAergiques in vivo et in vitro sur des neurones jeunes mais pas sur les neurones plus matures,
suggérant un role majeur du CMHI dans les étapes précoces de la mise en place des synapses (Glynn
et al.,, 2011). De plus, le CMHI régule des fonctions synaptiques puisque 1’absence du CMHI
provoque une augmentation des mEPSCs chez la souris (Glynn et al., 2011; Goddard et al., 2007) et
que le blocage du CMHI par un anticorps bloquant diminue les SEPSCs chez le marmoset (Ribic et al.,
2010). Localisé a la fois au niveau pré et post-synaptique (Needleman et al., 2010), le CMHI semble
jouer un role dans la majorité des formes de plasticité synaptique. Des données électrophysiologiques
montrent que I’absence de CMHI provoque une augmentation de la LTP et une absence de LTD dans
I’hippocampe (Barco et al., 2005; Huh et al., 2000) mais aussi diminue le seuil de la LTD au niveau du
cervelet (McConnell et al., 2009). Le réle du CMHI dans la plasticité homéostatique reste encore
source de débats puisque des études ont montré que 1’augmentation de la densité des synapses
glutamatergiques via le blocage de I’activité synaptique par la tétrodotoxine était exacerbée chez les
souris déficientes pour le CMHI (Glynn et al., 2011) alors qu’une autre étude n’a, au contraire, pas
décrit d’augmentation de la taille des synapses glutamatergiques chez ces mémes souris mais une
absence d’effet de la tétrodotoxine sur la transmission synaptique en absence de CMHI (Goddard et
al., 2007). Méme si I’effet facilitateur ou inhibiteur du CMHI dans I’homéostasie synaptique n’est pas
encore déterming, il semble que ce dernier participe tout de méme a cette forme de plasticité. Au
niveau moléculaire, une étude a montré que le CMHI est un inhibiteur de la fonction des récepteurs

NMDA et contréle le trafic des récepteurs AMPA au niveau de la synapse (Fourgeaud et al., 2010).

Plusieurs récepteurs du CMHIs décrit au niveau immunitaire sont aussi exprimés au sein du SNC
comme le PirB mentionné plus haut (Syken et al., 2006), mais aussi Ly49 dont le blocage induit une
diminution de la croissance neuritique (Zohar et al., 2008) et KIR (killer-cell immunoglobulin-like
receptor) (Bryceson et al., 2005). Le récepteur majeur du CMHI dans le systéme immunitaire qu’est le

TCR (T cell receptor) n’a jamais pu étre montré comme étant exprimé au niveau du SNC suggérant
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que les partenaires moléculaires du CMHI dans le SNC sont, pour certains, différents de ceux décrits

dans le systéme immunitaire (Syken and Shatz, 2003).

Une autre classe de molécules appartenant a I’immunité adaptative liée au CMHI dans le systéme
immunitaire et importante pour le fonctionnement du SNC : il s’agit de la famille des sous-unités du
complexe CD3. En plus de CD3C qui a été au centre de mon travail de thése et qui sera décrit
ultérieurement, une autre sous-unité de ce complexe est aussi exprimée dans le cerveau. Il s’agit de la
sous-unité CD3e qui a été identifiée dans le cervelet de souris (Nakamura et al., 2007). En effet, les
souris déficientes pour le CD3e présentent une réduction de la complexité de 1’arborisation
dendritique, suggérant un réle du CD3e dans le développement dendritique. De plus, ces souris
présentent des défauts électrophysiologiques et des défauts comportementaux au Rotarod, suggérant
un réle important du CD3e dans les fonctions motrices dépendantes du cervelet (Nakamura et al.,

2007).
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C- CD3¢

Dans le systéme immunitaire, de nombreux récepteurs ne possédent qu'un court domaine
intracellulaire. Ainsi, afin de transduire les signaux d’activation, ils s’associent avec des molécules
adaptatrices via des liaisons non covalentes. La sous-unit¢é CD3C (ou TCR-{) est une protéine
adaptatrice signalétique décrite pour la premiere fois dans les lymphocytes T et associée au TCR ou
elle joue un réle central dans le développement des lymphocytes T et la réponse antigénique

(Samelson et al., 1985; Weissman et al., 1988).

1- Structure du CD3¢§

D’abord découvert dans les lymphocytes T (Weissman et al., 1986), la protéine CD3C est aussi
exprimée dans les cellules NK (Lanier et al., 1989) mais elle reste mieux caractérisée dans les
lymphocytes T. CD3( est une protéine de 16-kDa exprimée sous forme homodimérique dans les
lymphocytes T (Samelson et al., 1985) et sous formes homo ou hétérodimérique dans les NK (Lanier,
2003). Dans les lymphocytes T, elle fait partie du complexe CD3 composé de 4 sous-unités : C, o, y et
€. Contrairement aux trois derniéres sous-unités qui présentent des homologies de séquence et sont
codées par des genes situés sur le chromosome 11 chez ’homme (9 chez la souris), la sous-unité  est
quant a elle structurellement différente et son geéne se situe sur le chromosome 1 a la fois chez
I’homme et chez la souris. Malgré ces différences, toutes les sous unités du complexe CD3 présentent
une homologie de fonction du fait de la présence de domaines spécifiques appelés domaines ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). CD3( est un acteur important de la signalisation du
TCR. Les domaines ITAMs sont constitués de motifs de phosphorylation trés conservés et sont
caractérisés par une séquence consensus en acides aminés (D/E)YxxL/I-(x)s.s-YxxL/I(L/T). Ces
domaines posseédent donc deux tyrosines phosphorylables par des kinases de la famille Src, en
particulier Lck (Leucocyte-specific protein tyrosine kinase) et Fyn. La phosphorylation des domaines
ITAM constitue un signal moléculaire permettant le recrutement et la phosphorylation de protéines
tyrosines a domaine SH2 incluant Syk (spleen tyrosine kinase) et ZAP-70 ({-associated protein kinase

70kDa) (Chan et al., 1994; Iwashima et al., 1994). Le niveau de phosphorylation des motifs ITAM
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conditionne la modulation de 1’activation de la voie de signalisation. Il existe une relation directe entre
le niveau de phosphorylation des tyrosines et le niveau d’activation des voies de transduction
dépendantes de CD3C. Le recrutement de ZAP-70 aprés phosphorylation de CD3¢ va induire la
phosphorylation des autres tyrosines de CD3{ par rétrocontrdle positif et ainsi engendrer une

amplification du systéme (Steinberg et al., 2004b).

Les domaines ITAMs ne sont pas les seuls domaines que possede CD3C. De part ses fonctions de
molécule adaptatrice, elle posséde différents domaines de liaison et donc des sites de fixation pour
différentes molécules. En son domaine transmembranaire, CD3C posseéde plusieurs acides aminés
primordiaux pour sa dimérisation et son association avec les récepteurs. De plus, elle posséde au
niveau intracellulaire un domaine de liaison au GTP ainsi qu’un domaine de liaison a I’actine (figure

27).

Figure 27 : Structure du CD3(. Le CD3¢ présente, dans sa partie transmembranaire (TM), un site de
dimérisation et un site d’association a différents récepteurs incluant le TCR et des récepteurs des cellules NK.
Dans sa partie intracellulaire, CD3¢ porte trois domaines ITAM, un site de liaison au GTP et un site de liaison
a lactine.

L’association de CD3C avec le récepteur TCR du LT se fait par liaison non covalente d’un résidu
arginine du TCR chargé positivement avec un résidu acide aspartique de CD3( chargé négativement
situé au niveau du domaine transmembranaire (Call et al., 2002). Ces résidus sont aussi nécessaires
pour ’homodimérisation de CD3(, en collaboration avec un résidu cystéine situé¢ lui aussi dans le

domaine transmembranaire permettant la formation d’un pont disulfure.
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CD3C a la capacité de se lier directement a I’actine via sa partie C-terminale. Cette liaison est
dépendante de la phosphorylation de la tyrosine située dans le domaine ITAM de la partie C-terminale
(Caplan et al., 1995; Rozdzial et al., 1995). Cependant, cette capacité de liaison directe a I’actine n’a
jamais été étudiée au niveau fonctionnel. On peut supposer que cette liaison puisse faciliter le
recrutement d’autres molécules de signalisation et les réorganisations morphologiques du lymphocyte
T lors de la formation de la synapse immunologique entre le lymphocyte T et la cellule présentatrice

d’antigénes (van der Merwe et al., 2000; Serrador et al., 1999).

Il a aussi été découvert que CD3C avait la capacité de se lier au GTP (Franco et al., 1994),
cependant la fonction spécifique de cette association reste encore inconnue. Etant donné que
I’activation du TCR engendre I’activation de protéines G, on peut supposer que CD3{ pourrait

participer a leur activation via cette interaction avec le GTP (Tybulewicz, 2005).

2- Récepteurs couplés a CD3{ et fonctions associées

La protéine CD3C a été décrite comme pouvant s’associer a différents récepteurs suivant le type
cellulaire considéré. Dans les lymphocytes T, CD3{ s’associe au TCR comme dit précédemment,
mais aussi au récepteur a chimiokine CXCR4 (CXC chemokine receptor 4). Dans les cellules NK,
CD3( s’associe aux récepteurs Nkp46 ; Nkp30 et FcyRIIL. Bien que I’expression de CD3( ait été mise
en évidence dans le SNC, on ignore encore quels types de récepteurs lui sont associés dans les

neuronces.

a- Le TCR (T Cell Receptor)

La protéine CD3( est une molécule centrale dans I’activité du TCR et plus particuliérement
dans la reconnaissance antigénique médiée par 1’interaction du TCR avec les molécules du CMH. On
distingue deux types de molécules du CMH, le CMHI qui est présent a la surface de la plupart de
cellules nucléées et le CMHII qui est restreint aux cellules présentatrices d’antigénes (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes B) et aux lymphocytes T activés. Le TCR a la

capacité de discriminer les peptides portés par les CMH comme provenant du soi ou du non soi et ainsi

81



Introduction : CD3¢

d’adapter sa réponse, par exemple en induisant une réponse immunitaire dans le cas de la

reconnaissance d’un peptide du non soi.

Au niveau structurel, le TCR est composé d’une chaine o et d’une chaine 3 s’associant pour
former le récepteur. Apres association avec le complexe CD3, le TCR est transporté pour étre exprimé
a la surface du lymphocyte T. Cette expression membranaire du TCR est dépendante de 1’association

de CD3( au sein du complexe CD3 (figure 28).

Figure 28 : Représentation de CD3( et de son
interaction avec le TCR. La molécule CD3{
s’associe en homodimeéres avec le TCR et
comporte 3 motifs ITAM, contrairement aux autres
sous-unités du CD3, qui n’en comportent qu’un
seul. Ces motifs ITAM sont essentiels au processus
d’activation des LT. Adapté de Baniyash et al.,
2004.

L’assemblage du TCR avec le complexe CD3 commence trés en amont dans le réticulum
endoplasmique par la dimérisation des deux chaines du TCR et I’association de ce dimere avec les
sous-unités v, & et € du complexe CD3. Aprés transport dans 1’appareil de Golgi, ce complexe va
s’associer avec un dimére de sous-unité C (Dietrich et al., 1999; Minami et al., 1987). La perte d’une
ou plusieurs des chaines CD3 génére la synthése de TCR instables qui sont rapidement dégradés par la
voie lysosomale (Bonifacino et al., 1989). La chaine { du complexe CD3 a été décrite comme
nécessaire pour la stabilisation du complexe TCR a la membrane (D’Oro et al., 2002). Ainsi, la
protéine CD3( est essentielle pour une expression stable a la membrane du TCR sur les lymphocytes

T.

De plus, I’absence de la protéine CD3( entraine des perturbations dans la différenciation

intrathymique des lymphocytes T. En effet, la souris CD3¢ ™ présente une augmentation du nombre
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de lymphocytes T immatures double négatifs (CD4-CD8-) et une diminution du nombre de
lymphocytes T double positifs (CD4+CD8+) et simple positifs (CD3+CD4+CDS8- et CD3+CD4-
CD8+), ces derniers correspondant aux lymphocytes T matures. (Liu et al., 1993; Love et al., 1993;
Malissen et al., 1993; Ohno et al., 1993). On trouve cependant un faible pourcentage de lymphocytes
T simple positifs dans la rate et les ganglions des souris CD3( -/- suggérant que certaines cellules ont
achevé les mécanismes de sélection intrathymique malgré la diminution d’expression du TCR. CD3(
apparait donc comme primordial pour la différenciation intrathymique. Chez I’homme, deux cas de
mutation du géne codant pour le CD3C ont été rapportés. Dans un cas, une insertion d’une base au
niveau de I’exon 7 entraine un décalage du cadre de lecture au niveau du domaine ITAM3 et engendre
une absence d’expression du CD3( alors que dans le second cas, la substitution d’une base juste avant
le domaine ITAM1 entraine I’apparition d’un codon stop. Dans les deux cas, les patients présentent
une diminution importante des lymphocytes T en périphérie et des défauts immunitaires importants

(Rieux-Laucat et al., 2006; Roberts et al., 2007).

b- Les récepteurs des cellules NK

Les cellules NK, dites Natural Killer, font partie du systéme immunitaire inné et sont des acteurs
primordiaux de la réponse anti-infectieuse et anti-tumorale (Vivier et al., 2008). Elles ont la capacité
de lyser les cellules étrangeéres a 1’organisme en utilisant la voie perforine/granzyme et la voie
dépendante du ligand Fas, et ceci indépendamment de I’antigéne et sans activation préalable. Les
cellules NK utilisent un panel de récepteurs afin de réguler leur activité lytique leur permettant de
détruire les cellules étrangeres tout en préservant les cellules saines. Ces récepteurs sont de deux
types : activateurs s’ils possédent des motifs ITAM et inhibiteurs s’ils possédent des motifs ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif). La balance des signaux activateurs et inhibiteurs
recus par la cellule NK lors de sa rencontre avec une autre cellule détermine la lyse ou non de cette
cellule cible (Vivier et al., 2004). La capacité lytique des cellules NK est dépendante de I’activation de
récepteurs cytotoxiques naturels, membres activateurs de la famille des immunoglobulines-like. Ces
récepteurs incluent les molécules Nkp30, Nkp44, Nkp46 et FcyRIIl (ou CD16). Tous ces récepteurs

sont associés avec des molécules adaptatrices porteuses de domaine ITAM telles que CD3E, DAP12 et
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FceRly (Lanier, 2003; Vivier et al., 2004). Alors que DAP12 ne s’associe qu’en homodimeére, CD3( et
FceRly ont la capacité¢ de former des homo ou des hétérodimeres. L’association des récepteurs avec
ces molécules adaptatrices se fait grice aux acides aminés chargés se trouvant dans la région
transmembranaire. Chez ’homme, les récepteurs aux cellules NK peuvent s’associer a la fois aux
homodimeres CD3( ou FceRly, mais aussi aux hétérodimeres CD3{/FceRly. Chez la souris, le CD16
(FcyRIII) est incapable de se lier aux homodimeres CD3( et, de ce fait, utilise la molécule FceRlIy.
Bien que les récepteurs cytotoxiques naturels aient beaucoup été étudiés, notamment dans la
surveillance tumorale, on connait peu de ligands non viraux de ces récepteurs. Seuls deux ligands ont
été décrits pour le récepteur Nkp30 : I’antigen-b-associated 3 (BAT3) (Pogge von Strandmann et al.,
2007) et la molécule B7-H6 (Brandt et al., 2009). FcyRIII est quant a lui un récepteur au fragment

constant (Fc) des immunoglobulines (figure 29).

Figure 29 : Les récepteurs des cellules NK et leurs molécules adaptatrices. Les récepteurs CDI16 (ou
FeyRIll), NKp30 et NKp46 peuvent s’associer avec des homodiméres ou des hétérodimeres des protéines
CD3¢ et FceRly. Adapté de Lanier et al., 2003.

Chez la souris CD3{ ™, la maturation et la fonction des cellules NK ne semblent pas modifiées
(Liu et al., 1993), suggérant un réle compensatoire par une autre protéine a domaine ITAM comme

FceRly (Liu et al., 1997). Chez I’homme les résultats sont plus ambigus : dans un cas, la capacité
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Iytique des NK n’est pas affectée alors que chez le second patient la fonction des NK est diminuée
(Rieux-Laucat et al., 2006; Roberts et al., 2007). Cette différence semble plutdt due a I’infection du

second patient par le CMV qu’a la mutation de CD3¢ (Roberts et al., 2007).

c- Le récepteur CXCR4

La protéine CD3( a aussi été décrite comme pouvant étre associée a un récepteur couplé aux
protéines G, alors que cette famille de récepteurs n’était pas connue pour son association avec des
molécules porteuses de motif ITAM. Il s’agit du récepteur a chimiokine CXCR4 qui possede un ligand
unique CXCL12 (ou SDF-1 pour stromal derived factor-1). Le couple CXCR4/SDF-1 est exprimé a la
fois dans les lymphocytes T, ou il est impliqué dans des fonctions d’adhésions, de chimiotactismes et
de co-stimulations, mais aussi au sein du systéme nerveux central ou il joue un réle important dans la
prolifération des cellules souches neurales (Han et al., 2001; Tran et al., 2005), la migration cellulaire
(Belmadani et al., 2005) et la formation des prolongements neuronaux (Arakawa et al., 2003; Pujol et

al., 2005).

La fonction chimiotactique de SDF-1 sur les lymphocytes T a ét¢é montrée comme dépendante de
I’activation de CD3C et ZAP-70 (Kremer et al., 2003; Patrussi et al., 2007). Deux voies d’activations
de CD3¢ via Dl’activation de CXCR4 par SDF-1 ont été proposées. La premicre indique que
I’activation de CXCR4 par SDF-1 engendre une interaction directe entre CXCR4 et le complexe ZAP-
70/CD3( permettant ainsi un renforcement des voies de signalisation associées a ZAP-70 (Kumar et
al., 2006). La seconde étude propose que ’activation de CXCR4 par SDF-1 induit la phosphorylation
de Lck, qui va alors phosphoryler CD3( et induire la phosphorylation de ZAP-70 (Patrussi et al.,
2007). Dans les deux cas, il résulte une activation de ZAP-70 aboutissant a une modulation de

I’activité et du chimiotactisme du LT.

Ces ¢études ont permis de mettre en évidence une implication de molécules a domaine ITAM dans
la signalisation des récepteurs couplés aux protéines G et une fonction de CD3C en dehors de son

association avec un immunorécepteur.
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3- Signalisation intracellulaire déclenchée par l'activation de CD3¢{

Lors de I’activation du TCR et de son co-récepteur CD28 par liaison au CMH, les protéines
kinases de la famille Src, Lck et Fyn sont activées et phosphorylent les chaines C et € du complexe
CD3 au niveau des motifs ITAM. Ces ITAM phosphorylés deviennent alors des sites d’ancrage pour
la protéine kinase ZAP-70 qui est alors recrutée et phosphorylée a son tour. ZAP-70 va ensuite
phosphoryler divers substrats incluant LAT (linker for activation of T cells), SLP76 (Src homology 2
(SH2) domain containing leucocyte protein of 76kDa) et PLC-y1 (phospholipase c-y1). Ces protéines,
une fois phosphorylées vont recruter des protéines catalytiques ou non catalytiques comme Vav,
GADS (growth-factor-receptor-bound protein2 (GRB2)-related adaptor protein) et NCK (non-catalytic
region of tyrosine kinase). Ces protéines vont générer 1’activation de différentes voies de signalisation
intracellulaires permettant 1’activation de Ras, la mobilisation du calcium, 1’activation de la PKC et de
la calcineurine mais aussi la polarisation du cytosquelette d’actine et 1’activation des facteurs de
transcription NF-kB (nuclear factor-kappa B) et NFAT (nuclear factor of activated T-cells). Toutes ces
voies participent & la formation de la synapse immunologique et I’activation des lymphocytes T (figure

30).

Afin d’éviter une hyperactivation du lymphocyte T, des mécanismes d’extinction du signal se
mettent en place, notamment via 1’internalisation, 1’ubiquitinylation et la dégradation du TCR par les
lysosomes. De plus, le recrutement des phosphatases SHP1 et 2 (Src homology protein tyrosine
phosphatase 1) par activation de la protéine CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-assoiated antigen 4) va
entrainer la déphosphorylation de la chaine { mais aussi des protéines kinases et de leurs substrats et
ainsi engendrer I’arrét du signal et bloquer I’entrée des facteurs de transcription dans le noyau (figure

30).
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Figure 30 : Les voies de signalisation induites par I'activation de CD3( dans le lymphocyte T. L interaction
entre le TCR et le CMHI induit I’activation des protéines kinases de la famille Src, Lck et Fyn qui phosphorylent
CD3¢. Cette phosphorylation permet le recrutement et I’activation des kinases de la famille ZAP-70/Syk qui
deéclenchent ’activation de différentes voies de signalisation qui vont moduler I’expression génique et réguler
l’organisation du cytosquelette d’actine. Adapté de Baniyash et al., 2004.

4- Réle du CD3¢ dans le systeme nerveux central

Les premicres évidences de 1’expression et d’une fonction neuronale du CD3¢ découlent d’un
criblage différentiecl d'ARNm cherchant a identifier des génes impliqués dans le développement du
systeme visuel (Corriveau et al., 1998). Lors de ce criblage, 'ARNm du CMHI a été mis en évidence
comme étant régulé par I’activité du systéme visuel. Etant donné le lien fonctionnel fort entre le CMHI
et CD3( au sein du systéme immunitaire, les auteurs ont examiné la présence de I'ARNm codant pour
CD3( dans le cerveau. Des niveaux élevés de CD3( ont été¢ détectés au niveau du thalamus et du
noyau géniculé latéral mais aussi, a un niveau plus modeste, au sein de 1I’hippocampe (Corriveau et al.,
1998). La protéine a, par la suite, été identifiée dans le cerveau par Western blot au niveau de
I’hippocampe au cours du développement post-natal (Sourial-Bassillious et al., 2006) et par

immunohistochimie au niveau de la rétine, du néocortex et de I’hippocampe (Baudouin et al., 2008;

87



Introduction : CD3¢

Xu et al., 2010). De plus, une étude de double marquage réalisée sur des sections d’hippocampe a
permis de mettre en évidence une expression de CD3{ majoritairement au niveau des neurones mais

aussi dans une plus faible mesure au niveau des oligodendrocytes (Baudouin et al., 2008).

L’étude des souris déficientes pour CD3C a permis de mettre en évidence un role fonctionnel de

cette molécule au sein du SNC, notamment au niveau du développent du systéme visuel.

Au sein de ce systéme, les neurones ganglionnaires de la rétine projettent leurs axones vers le
LGN dés la naissance. Au cours des deux premiéres semaines post-natales, ces afférences rétiniennes
vont subir un remodelage dépendant de I’activité neuronale, se ségréger en régions spécifiques, et ainsi
établir des connexions matures permettant la vision binoculaire (figure 26 A,B). Chez les souris
déficientes pour CD3C, les afférences rétiniennes établissent des connexions dans des zones
ectopiques (Huh et al., 2000) et présentent des perturbations dans leur ségrégation (Xu et al., 2010)
(figure 31). Ces défauts de ségrégation ne sont observés qu’au cours de la deuxiéme semaine post-
natale, lorsque I’activité du systéme visuel est dépendante des récepteurs glutamatergiques mais pas au
cours de la premiére semaine ou ’activité neuronale est principalement médiée par les récepteurs
cholinergiques. Ces résultats suggerent une perturbation sélective de la transmission glutamatergique
en absence de CD3C. Des études ¢lectrophysiologiques ont d’ailleurs permis de mettre en évidence
une altération de la transmission glutamatergique au niveau de la rétine au cours de la deuxiéme

semaine post-natale chez les animaux déficients pour CD3C (Xu et al., 2010).

Figure 31 : Défaut développemental dans le
LGN des souris déficientes pour CD3C. Les
souris deficientes pour CD3¢ possédent une zone
de projection des afférences rétiniennes dans le
LGN plus importante que les souris sauvages.
Adatpté de Boulanger et Shatz., 2004.

L’absence de CD3( affecte aussi le domaine dentritique des neurones. Une étude réalisée au sein

du laboratoire & permis de mettre en évidence un rdle inhibiteur de CD3C dans la formation des
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dendrites. Cette inhibition est dépendante des domaines ITAM de CD3( (Baudouin et al., 2008). Chez
les souris CD3¢, ", les neurones ganglionnaires de la rétine présentent une réduction de la motilité des
dendrites corrélée a une augmentation de la stabilité des protrusions dendritiques. Ces modifications
de motilité dendritique affectent la structure dendritique et la connectivité synaptique et les neurones

présentent une complexification de leur arborisation dendritique (Xu et al., 2010) (figure 32).

Figure 32 : Images illustrant le role de CD3(
dans I'arborisation dendritique. Les neurones de
la rétine déficients en CD3¢ exprimant la GFP
présentent une arborisation dendritique plus
importante que les neurones normaux. Adapté de
Xuetal., 2010.

En plus de ces anomalies développementales, les souris CD3( -/- présentent aussi des altérations
de la plasticité synaptique au niveau de I’hippocampe. Plus précisément, ces souris présentent une
augmentation de la potentialisation a long terme (LTP) et une absence de dépression a long terme

(LTD) (Barco et al., 2005; Huh et al., 2000).

Chez ’homme, la fonction cérébrale de CD3( n’a jamais été étudiée. En effet, chez au moins 1’un
des patients, une greffe de moelle osseuse a permis de contrecarrer les défauts immunitaires liés a
I’absence de CD3C (Rieux-Laucat et al., 2006). La fonction cognitive de ce patient n’a jamais été
étudiée pour déterminer, chez I’homme, 1’implication du CD3C cérébral dans les fonctions de mémoire

mais aussi de stress et d’anxiété.

Bien que I’expression de CD3( a la fois au niveau du systéme immunitaire et du systéme nerveux
central puisse apporter des biais dans I’interprétation des résultats, qui pourraient étre clarifiée par la
génération de souris avec une déficience spécifique de CD3( au niveau du SNC, ces résultats mettent

en évidence I’implication de la molécule CD3( dans des fonctions cérébrales.
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D- La voie de co-stimulation CD28/CD80-CD86/CTLA4

Afin d’étre activé, le lymphocyte T doit recevoir trois signaux lors de son interaction avec une
cellule présentatrice d’antigénes (CPA). Le premier signal provient de I’interaction entre une molécule
de CMH présentant un peptide et le TCR. Le second signal est délivré par des molécules de co-
stimulation exprimées par les CPA. Enfin, la production de cytokines, notamment IL-2, va fournir le
troisiéme signal permettant 1’activation compléte du lymphocyte T. Le signal fourni par les molécules
de co-stimulation est particuliérement important puisque sans lui, la réponse du lymphocyte T est
inefficace et conduit le lymphocyte T en anergie (Greenwald et al., 2005). Il existe deux grands types
de molécules de co-stimulation : le premier va fournir un signal d’activation au lymphocyte T alors
que le second va inhiber 1’activation des lymphocytes T. De nombreuses voies de co-stimulation
existent comme la voie CD40/CDA40L, la voie ICOS/ICOSL et la PD-1/PD-L1-2, mais la voie qui reste

la plus caractérisée est la voie CD28/CD80-CD86/CTLA4 (Chen and Flies, 2013) (figure 33).

Figure 33 : Principales voies de co-
stimulation des lymphocytes T. Pour son
activation, le lymphocyte T nécessite deux
signaux qui lui sont fournis par la CPA : un
signal de reconnaissance antigenique et un
signal de co-stimulation. Ce second signal va
étre activateur dans le cas de ['interaction de
CD28 avec CD80-CD86, mais aussi de
Uinteraction de CD40L avec CD40, d’ICOS
avec ICOSL et d’OX40 avec OX40L. Au
contraire, le signal sera inhibiteur de
Dactivation du lymphocyte T dans le cas de
linteraction de CTLA4 avec CD80-CD86 ou
de PD-1 avec PD-LI-2. Adapté de Yang,
2011.

La voie CD28/CD80-CD86/CTLA4 inclut deux molécules de la famille B7 que sont CD80 (ou
B7-1) et CD86 (ou B7-2) exprimées par les CPA. Ces deux récepteurs peuvent se lier au récepteur
activateur CD28 et au récepteur inhibiteur CTLA4 exprimés par le lymphocyte T. En absence d’agent

inducteur d’une réponse immune, les lymphocytes T naifs expriment CD28 (Gross et al., 1992) et les
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CPA immatures expriment un niveau faible de CD86 (Freeman et al., 1993). L’activation des CPA
induit ’expression de CD80 et une augmentation de 1’expression de CD86 (Freeman et al., 1993;
Hathcock et al., 1994), elles peuvent alors activer le lymphocyte T par liaison au CD28. Ce signal
induit I’expression de CTLA4 par le lymphocyte T (Linsley et al., 1996) qui va induire une diminution
de I’expression membranaire de CD28 et inhiber I’activation des lymphocyte T (Rudd et al., 2009). La
co-expression de CD28 et de CTLA4 par les lymphocytes T induit une compétition pour la liaison des
récepteurs CD80-CD86 et donc une balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs regus par le

lymphocyte T.

Figure 34 : La voie CD28/CD80-CD86/CTLA4
dans l'activation des lymphocytes T. CD28 est
constitutivement exprimé a la surface des
lymphocytes T et procure un signal de co-
stimulation essentiel pour [’activation, la survie et
la prolifération des lymphocytes T lors de sa
fixation avec les molécules CD80 (B7-1) et CD86
(B7-2) exprimées par les CPA (APC). L expression
de CTLA4 est induite par [activation des
lymphocytes T et bloque les fonctions effectrices du
lymphocyte T. L’augmentation d’expression de
CTLA4 engendre la diminution de [’expression
membranaire de  CD28  par  endocytose.
L expression de CD80 et CD86 est modulée par
lactivation des CPA par une infection ou un signal
de stress ou de danger. La liaison de CTLA4 avec
les récepteurs CD80-CDS86 induit [’expression
d’IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase) par les CPA
qui participe au blocage de [activation des
lymphocytes T. Adapté de Chen et Flies., 2013.

1- La voie d’activation CD28/CD80-CD86
L’interaction du CD28 lymphocytaire avec les molécules CD80-CD86 portées par les CPA

induit une signalisation bidirectionnelle a la fois dans le lymphocyte T et la CPA.

a- Signalisation dans le lymphocyte T

La liaison de CD80-CD86 sur le CD28 procure un signal de co-stimulation majeur pour

I’activation des lymphocytes T. En effet, il permet de potentialiser la signalisation médiée par le TCR
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mais engendre aussi I’activation de voies propres importantes pour la survie et la prolifération du
lymphocyte T. Le signal transmis par CD28 se synergise avec celui du TCR et permet ainsi de réguler
le niveau seuil d’activation du TCR en diminuant le nombre de TCR engagés nécessaires pour une
activation efficace du lymphocyte T (Lanzavecchia et al., 1999; Viola and Lanzavecchia, 1996).
L’activation de CD28 va induire des modifications morphologiques pour la mise en place de la
synapse immunologique, la prolifération des lymphocytes T, notamment par la sécrétion d’IL-2, et
permettre la survie et la différenciation du lymphocyte T (Rulifson et al., 1997; Sperling et al., 1996;

Thompson et al., 1989).

Le CD28 posseéde dans sa partie intracellulaire deux motifs protéiques majeurs lui permettant
d’assurer sa fonction : un motif proximal YMNM et un motif distal PYAP (Boomer and Green, 2010).
Les deux domaines permettent la liaison de partenaires protéiques différents méme si une certaine
redondance existe entre les deux domaines. Le domaine distal semble cependant particulierement
important puisque sa mutation engendre des défauts d’activation du lymphocyte T alors que la
mutation du domaine proximal ne semble pas avoir d’effet in vivo (Dodson et al., 2009). La fixation de
la PI3K sur le domaine proximal induit I’activation de la voie Akt (protéine kinase B) résultant en
I’activation des facteurs de transcription NF-kB et NFAT (Boomer and Green, 2010). Cela induit
I’expression de la molécule anti-apoptotique Bcl-XI et la production d’IL-2 (Miller et al., 2009;
Vanhaesebroeck and Alessi, 2000). La fixation de la molécule GRB2 sur les motifs distaux et
proximaux induit des réarrangements du cytosquelette par la protéine Vav, et permet aussi la
production d’IL-2 en activant NFAT ainsi qu’en induisant le recrutement et la phosphorylation au sein
de la synapse immunologique de la kinase PKCO (Boomer and Green, 2010; Janardhan et al., 2011)

(figure 35).
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Figure 35 : Signalisation induite par I'activation du CD28. L activation de CD28 par liaison avec CD80-
CD&6 induit le recrutement de PI3K au niveau du motif YMNM et participe a I’augmentation de la molécule
anti-apoptotique Bcl-X1 et la production de la cytokine pro-proliférative IL-2 par activation de NF-xB et NFAT.
La liaison de Grb2 sur les domaines YMNM et PYAP induit des réarrangements du cytosquelette via la protéine
Vav, participe a la stabilisation de I’ARNm des cytokines par la voir JNK et participe a la survie et la
prolifération des lymphocytes T en recrutant et activant la protéine PKC6. Adapté de Bour-Jordan et al., 201 1.

b- Signalisation induite dans la CPA

La liaison du CD28 sur les récepteurs CD80/CD86 induit aussi une signalisation au sein de la
CPA. La stimulation de CD80/CD86 par du CD28-Ig (molécule de fusion entre le CD28 et le fragment
Fc d’une IgG humaine) induit D’expression d’IL-6 (interleukine 6) par les cellules dendritiques
(Orabona et al., 2004). L’induction d’IL-6 par la voie p38MAPK induit I’augmentation d’expression
de la molécule suppressive de cytokines SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) aboutissant a
I’inhibition de I’expression d’IFNy dépendante de la voie STAT (signal transducers and activateors of
transcription) (Orabona et al., 2004, 2005). De cette fagon, le CD28 empéche la production de la
molécule immunosuppressive IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase) qui nécessite la sécrétion d’IFNy
par la CPA (Orabona et al., 2008; Puccetti and Fallarino, 2008). Ainsi CD28 promeut aussi

I’activation des lymphocytes T en inhibant les capacités immunosuppressives des CPA (figure 37).
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2- La voie d’inhibition CTLA4/CD80-CD86
De méme que pour CD28, la liaison de CTLA4 sur CD80-CD86 engendre ’activation de

voies de signalisation a la fois dans le lymphocyte T et dans la CPA.

a- Signalisation induite dans le [ymphocyte T

Suite a I’activation des voies TCR et CD28, I’expression du CTLA4 est augmentée dans le
lymphocyte T (Perkins et al., 1996). La translocation membranaire de CTLA4 dépend de la force
d’interaction entre le TCR et le complexe CMH/peptide. Ainsi une interaction forte induit une
augmentation importante d’expression de CTLA4 permettant de limiter 1’hyperactivation du
lymphocyte T. L’engagement du CTLA4 induit un signal inhibiteur en bloquant la prolifération des
lymphocytes T ainsi qu’en inhibant les voies du TCR. Il induit ainsi I’entrée du lymphocyte T dans un

état d’anergie (Olthoff et al., 1997).

Le CTLA4 possede dans sa partie intracellulaire un motif Y VKM important pour la médiation du
signal issu de I’activation de CTLA4 (Rudd et al., 2009). La fixation des protéines phosphatases SHP2
et PP2A sur ce motif va induire la déphosphorylation de CD3¢, LAT et ZAP-70 et ainsi bloquer la
voie de signalisation du TCR (Rudd et al., 2009). De plus, ces phosphatases vont induire le blocage de
NF-xB et AP1 (activator protein 1) par inhibition de la phosphorylation d’ERK et JNK (Jun kinase),
aboutissant au blocage du cycle cellulaire et de la production d’IL-2 (Olsson et al., 1999). De manicre
intéressante, le motif YVKM permet aussi la liaison a PI3K et ’activation d’ Akt comme CD28. Cette
interaction a été proposée comme un mécanisme pour prévenir la mort des cellules anergiques

(Schneider et al., 2008) (figure 36).
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Figure 36 : Signalisation induite par 1'activation de CTLA4. L activation de CTLA4 par liaison a CD80-
CD86 engendre le recrutement des phosphatases SHP2 et PP2A au niveau du motif YVKM intracellulaire de
CTLA4. Ces phosphatases vont inhiber les voies du TCR en déphosphorylant les protéines CD3 ¢ et ZAP-70
notamment. De plus, elles vont inhiber les voies ERKs et JNKs et donc inhiber les facteurs de transcriptions NF -
kB, NFAT et AP1 concourant au blocage du cycle cellulaire et a I'inhibition de la production de cytokines (IL-
2). Parallelement, la fixation de PI3K sur CTLA4 induit ’activation d’Akt permettrait d’inhiber [’apoptose des
LT anergiques. Adapté d’Alegre et al., 2001.

b- Signalisation induite dans la CPA
La stimulation des récepteurs CD80-CD86 par le CTLA4 et le CTLA4-Ig (molécule de fusion

entre le CTLA4 et le fragment Fc d’une IgG humaine) entraine la production d’IFNy par les CPA via
I’activation des voies NF-kB, p38MAPK et STAT1 (Finger and Bluestone, 2002). L’IFNy secrété va
agir de maniere autocrine sur la CPA et engendrer I’expression d’IDO (Grohmann et al., 2002; Guillot
et al., 2003; Sucher et al., 2012). IDO est une enzyme intracellulaire catalysatrice du tryptophane dans
la voie de production de la kynurénine. L’activation d’IDO induit un appauvrissement du
microenvironnement en tryptophane, acide aminé essentiel pour la prolifération et la survie des
lymphocytes T (Mellor and Munn, 2004). De plus, I’activation d’IDO induit un enrichissement en

métabolites issus du catabolisme du tryptophane (kynurénine et acide hydroxyanthranilique) qui vont

95



Introduction : La voie de co-stimulation CD28/CD80-CD86/CTLA4

inhiber la prolifération des LT et induire leur apoptose (Bauer et al., 2005). Le CTLA4 permet ainsi le

blocage de I’activation des LT en activant les propriétés immunosuppressives des CPA (figure 37).

Figure 37 : Action différentielle de CTLA4 et CD28 sur la signalisation de CD80-CD86 dans les CPA.
L’activation de CD80-CD86 par CTLA4 induit la sécrétion d’[FNy par activation des voies STATI, p38MAPK et
NF-xB. L’action autocrine induit [’expression d’IDO qui va dépléter le milieu en tryptophane et [’enrichir en
kynurénine. L’action combinée de la diminution de tryptophane et I'augmentation de kynurénine engendre
l’inhibition de la prolifération des Iymphocytes T et la kynurénine induit I’apoptose des lymphocytes T.
L’activation de CD80-CD86 par le CD28 induit la sécrétion d’IL-6 par activation de la voie p38MAPK.
L’action autocrine d’IL-6 résulte en I’inhibition d’IDO via [’induction de l’expression de SOCS3 et l'inhibition
du récepteur a IFNy.

De maniére intéressante, une étude vient de montrer que CTLA4-Ig (et donc potentiellement le
CTLA4 endogene) modulait le profil inflammatoire des macrophages (Fujii et al., 2013). En effet,
nous avons vu que les macrophages peuvent présenter deux états d’activation suivant le stimulus qu’ils
recoivent. Ils peuvent adopter un profil M1 (pro-inflammatoire) ou M2 (anti-inflammatoire) (Mosser
and Edwards, 2008). L’induction de I'un ou l’autre des profils est importante puisque cela régule
différemment les lymphocytes T. En effet, les macrophages M1 vont maintenir I’inflammation locale
en induisant notamment la différenciation des lymphocytes T vers un profil pro-inflammatoire (Th1)

alors que les macrophages M2 vont réduire I’inflammation en induisant la différenciation des
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lymphocytes T vers un profil anti-inflammatoire (Th2) (Mills, 2012). Cette étude a montré que
CTLAA4-Ig induisait une modification du profil M1 des macrophages vers un profil M2 notamment en
induisant I’expression de I’arginase 1 et du CD206 (Fujii et al.,, 2013). En plus d’une action sur
I’activation des lymphocytes T, 1’activation des récepteurs CD80-CD86 par CTLA4 va engendrer des

modifications de 1’environnement inflammatoire.

3-La voie de co-stimulation CD28/CD80-CD86/CTLA4 dans le systéme

nerveux central

Au sein du SNC, I’expression des récepteurs de co-stimulation CD80-CD86 a été rapportée
sur la majorité des types de cellules du cerveau suivant les modéles expérimentaux. Cependant un
consensus semble émerger sur le fait qu’il n’y ait pas d’expression de CD80-CD86 dans le cerveau de
rongeur adulte en conditions physiologiques (Cross and Ku, 2000). La microglie semble étre la cellule
exprimant préférentiellement CD80-CD86. En effet, dans des modeles de sclérose en plaques chez la
souris, induite par infection virale ou par injection d’un peptide de la protéine MOG (myelin
oligodendrocyte glycoprotein), il a été montré 1’expression de CD80 et CD86 par la microglie
(Duncan and Miller, 2011; Magnus et al., 2005). La microglie semble exprimer uniquement CD86
dans des modéles de lésions (Iésion des nerfs facial et lombaire et 1ésion du cortex enthorinal)
(Bechmann et al.,, 2001; Bohatschek et al., 2004; Rutkowski et al., 2004). Il semble donc que
I’expression microgliale de CD80 soit dépendante du modele utilisé. In vivo, CD80 a aussi ét¢ montré
comme étant exprimé par les cellules souches neurales de la zone sous-ventriculaire et les astrocytes
dans des mode¢les de sclérose en plaques (Imitola et al., 2004; Zeinstra et al., 2003). En culture,
I’expression de CD80-CD86 par la microglie a ét€ montrée a la fois sur les lignées cellulaires, sur des
cultures primaires de microglies et sur des microglies humaines issues de tumeurs (Acevedo et al.,
2013; Dangond et al., 1997; Iglesias et al., 1997; Wolf et al., 2001). De plus, il apparait que I’'IFNy
induit une augmentation de I’expression de CD80-CD86 in vitro (Badie et al., 2002; Iglesias et al.,
1997). Les astrocytes semblent aussi exprimer CD80-CD86 lorsqu’ils sont stimulés avec de I’IFNy

(Nikcevich et al., 1997; Zeinstra et al., 2006). Enfin, une étude a aussi montré que les neurones
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pouvaient exprimer CD80, notamment lorsqu’ils sont stimulés par 'I[FNy et pouvaient ainsi interagir
et moduler la différenciation des lymphocytes T (Liu et al., 2006a).

Bien qu’exprimées au sein du SNC, on ne connait pratiquement rien de la fonction de ces
molécules dans le SNC et la molécule agoniste CTLA4-Ig a été utilisée comme thérapie uniquement
dans un but immunosuppresseur. Cependant, des études suggeérent une fonction possible des récepteurs
CDB80-CD86 dans le cerveau. En effet, il a ét¢ montré dans un mod¢ele de sclérose en plaques que
I’injection intracérébrale de CTLA4-Ig était plus efficace comparée a une injection périphérique pour
ralentir le développement de la maladie (Croxford et al., 1998). De plus, I’injection intracérébrale d’un
anticorps anti-CD86 ralentit aussi le développement de la maladie. Une hypothese, soulevée par les
auteurs, serait que le CTLA4-Ig et 1’anti-CD86 injectés dans le SNC permettraient le blocage de la
réponse T en inhibant la voie de co-stimulation CD28/CD80-CD86/CTLA4 mais pourraient aussi agir
directement sur les cellules du CNS exprimant CD80-CD86 et induire le ralentissement de la maladie.
De plus, une étude in vitro a montré, dans des co-cultures de lymphocytes T et de microglies, que les
changements morphologiques de la microglie d’un état ramifié vers un état amiboide, induit par
I’agrégation des lymphocytes T sur la microglie, étaient inhibés en présence de CTLA4-Ig (Chabot et
al., 1999). Cependant étant donné que CTLA4-Ig peut induire a la fois le blocage de I’interaction
lymphocyte T/microglie et induire une signalisation via CD80-CD86 dans la microglie, ces
observations ne permettent pas de déterminer si I’action du CTLA4-Ig sur la microglie est directe.

Ainsi, bien que CD80 et CD86 soient exprimés par les cellules du cerveau, notamment par la

microglie, leur role reste inconnu.
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Au cours de D’introduction, nous avons vu que le SI participait au développement et au
fonctionnement physiologique du cerveau, aussi bien par l’influence des cellules du systéme
immunitaire que par I’expression de molécules dites immunes au sein du SNC. C’est dans ce contexte
que notre étude s’est focalisée sur la protéine adaptatrice CD3( et la voie de co-stimulation

CTLA4/CD80-CD86, connues pour leur role dans I’activation des lymphocytes T.

La protéine adaptatrice CD3C a été montrée comme €tant exprimée dans les neurones du SNC ou
elle est particuliérement impliquée dans le développement des dendrites au niveau de [’hippocampe et
du systétme visuel. Cependant CD3( est aussi exprimée par les neurones tout au long du
développement neuronal, que ce soit au stade de la cellule souche neurale ou au niveau du neurone
mature, suggérant un réle de CD3{ dans d’autres étapes du développement neuronal que la
dendritogenése. De plus, des altérations de la plasticité synaptique ont été enregistrées dans
I’hippocampe et dans le cortex des souris déficientes pour CD3(, suggérant un réle de CD3( dans les
fonctions synaptiques. Cependant, on ignore encore par quels mécanismes CD3C régulerait les

fonctions cérébrales.

Dans une premiére étude (Article I) nous nous sommes intéressés a la fonction et aux mécanismes
de CD3( dans la neuritogénése. Dans un premier temps, nous avons analysé 1’expression et le role de
CD3( sur I’émergence des premiers filopodes et neurites a des stades précoces du développement.
Nous avons ensuite identifié la voie moléculaire associée a CD3( participant a 1’émergence des

filopodes et a la croissance des neurites.

Dans une seconde étude (Article II), nous nous sommes focalisés sur le role de CD3C chez
I’adulte. Les altérations de la plasticité synaptique décrites chez la souris déficiente pour CD3 nous

+H+

ont conduit & étudier I’apprentissage et la mémoire des souris CD3¢ " et CD3{ . Compte tenu des
déficiences immunitaires des souris CD3¢ 7, qui pourraient agir secondairement sur les fonctions

cérébrales, nous avons rétabli le systéme immunitaire de ces souris par greffe de moelle osseuse. Afin
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de caractériser les mécanismes moléculaires impliquant CD3{ dans les fonctions cognitives, une
combinaison d’approches cellulaires et biochimiques a été développée pour identifier des partenaires
synaptiques de CD3( et caractériser la composition des synapses glutamatergiques. L’induction
chimique de la LTP sur des cultures de neurones issus de souris CD3¢ " et CD3( ™ nous a permis
d’analyser la fonction de CD3({ dans les réorganisations moléculaires associées a la plasticité

synaptique.

Concernant la voie de costimulation CTLA4/CD80-CD86, il a été montré, dans plusieurs
pathologies liées a une inflammation du SNC, I’expression des récepteurs CD80 et CD86 par les
neurones, les astrocytes et, de fagon trés majoritaire, les microglies. Mise a part ces quelques études
descriptives, on ne connait rien de la fonction de ces récepteurs dans le cerveau. Dans une troisiéme
étude (projet 2), nous nous sommes intéressés a la fonction de CD80-CD86 dans un modéle in vivo de
greffe intracérébrale chez le rat induisant une expression importante de CD86 sur la microglie. Nous
avons étudié les conséquences de la stimulation des récepteurs CD80-CD86 par la molécule CTLA4-
Ig sur la morphologie microgliale et la pousse de 1’axone des cellules greffées. Pour mieux
comprendre les mécanismes d’action de CTLA4-Ig sur la microglie, nous avons utilis¢é un modele de
culture mixte d’astrocytes et de microglies de rats traitées par CTLA4-Ig. La morphologie microgliale
et ’expression de facteurs inflammatoires et neurotrophiques ont été analysées, nous permettant de

proposer un role du CD86 microglial sur les cellules du SNC.

L’ensemble de ces études ont permis de mettre en évidence de nouvelles fonctions de la molécule
immune CD3( sur les étapes précoces du développement neuronal ainsi que sur la plasticité cérébrale.
L’étude des récepteurs CD80-CD86 microgliaux a permis de démontrer un impact de la molécule
CTLA4-Ig sur la pousse neuronale. Une meilleure connaissance du rdle de molécules dites de
I’immunité sur la physiologie et le fonctionnement des cellules du SNC est particuliérement
importante pour appréhender les interactions neuro-immunes, notamment en utilisant le SI pour
moduler le SNC mais aussi pour adapter, comprendre et prévenir les conséquences neurologiques des

thérapies ciblant le SI.
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RESULTATS

Projet 1 : Etude de la molecule adaptatrice CD3¢{ dans le SNC

Article I: The immune molécule CD3( and its downstream effectors ZAP-70/Syk mediate
ephrin signaling in neurons to regulate early neuritogenesis.

Publié dans Journal of Neurochemistry, 119(4):708-22

Article II: Impaired spatial memory in mice lacking CD3( is associated with altered NMDA
and AMPA receptors signaling but independent of T cell deficiency

En révision
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Journal of Neurochemistry, 119(4):708-22

ARTICLE I: The immune molecule CD3{ and its downstream effectors

ZAP-70/Syk mediate ephrin signaling in neurons to regulate early

neuritogenesis.
Julie Angibaud ***", Antoine Louveau ****, Stéphane J. Baudouin **, Véronique Nerriere-Daguin 2,
Sarah Evain ', Virginie Bonnamain 2, Philippe Hulin 3, Zsolt Csaba °, Pascal Dourmaud °, Reynald

Thinard '2, Philippe Naveilhan 2, Nelly Noraz ®, Véronique Pellier-Monnin ¢, and Héléne Boudin ***

Journal of Neurochemistry, 119(4):708-22

1INSERM, UMR 643, Nantes, F44000 France
’CHU Nantes, Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, ITUN, Nantes, F44000 France
*Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, F44000 France
4IFR26, Plateforme PiCell, Nantes, F44000 France
5INSERM, UMR 676, Paris, France
GINSERM, U842, Lyon F-69372 France ; Université Lyon 1, UMR-5892 Lyon, F-69003 France
*Co-premiers auteurs

Des travaux préliminaires menés au sein du laboratoire avaient mis en évidence une expression
trés précoce de CD3( sur les précurseurs neuronaux ainsi qu’au cours des premiéres étapes du
développement neuronal. Dans cette étude nous avons étudié le réle de CD3( dans les étapes
précoces du développement neuronal, notamment au niveau de la neuritogénése. Nous avons
montré que CD3{ était exprimé sur les neurones post-mitotiques, avant méme leur différenciation
morphologique. A ce stade, une analyse par vidéomicroscopie de neurones transfectés avec CD3¢-
EGFP a révélé que les microdomaines enrichis en CD3¢ correspondaient au site d’émergence d’un
futur neurite. Cette surexpression de CD3( favorise la formation des filopodes via la voie de
signalisation dépendante de la protéine Rho-GEF Vav2, au détriment de I’émergence des neurites.
A l'inverse, les neurones provenant de souris CD3¢ " présentent une diminution du nombre de
filopodes et une augmentation du nombre de neurites. Afin de préciser les mécanismes impliqués
dans I'action inhibitrice de CD3( sur I'émergence des neurites, nous avons analysé une voie
signalétique candidate, qui est la voie de I'éphrine A1/EphA4. Nous avons montré que la
stimulation par I’ephrine A1 induisait une co-agrégation de CD3¢, des kinases activées ZAP-70/Syk,
et des récepteurs EphA4. De plus, I'’effondrement du céne de croissance induit par I’éphrine A1 est
abrogé dans les neurones CD3¢ 7 et est réduit par I'inhibition de ZAP-70/Syk, suggérant que la
voie CD3(-ZAP-70/Syk est requise dans la régulation de la neuritogénése par la voie éphrine

A1/EphA4 (figure 38).
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Figure 38 : Implication de CD3( et des kinases ZAP-70/Syk dans la voie éphrine A1/EphA4. L interaction
de CD3¢ avec EphA4 permet 'agrégation des kinases ZAP-70/Syk avec EphA4 lors de la stimulation de ce
dernier par ’éphrine A1.CD3( participe ainsi a la disparition du coéne de croissance induit par ['éphrine Al,
inhibant ainsi la pousse des neurites.
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ARTICLE II: Impaired spatial memory in mice lacking CD3( is associated
with altered NMDA and AMPA receptors signaling but independent of T

cell deficiency.

Antoine Louveau 2, Julie Angibaud '**, Fabienne Haspot %, Cecilia Opazo °, Reynald Thinard %,
Virginie Thepenier 2, Stéphane Baudouin 2, Laurent Lescaudron 2, Philippe Hulin *, Claudia Riedel
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1INSERM, UMR 1064, Nantes F44000 France
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*Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, F44000 France
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Des études antérieures réalisées au sein du laboratoire, mais aussi par d’autres groupes, avaient mis
en évidence une expression de CD3¢ au niveau des synapses des neurones matures. De plus, des
études électrophysiologiques réalisées chez la souris adulte avaient impliqué CD3¢ dans les
phénomenes de plasticité synaptique. Dans cette étude, nous avons étudié le réle de CD3( chez
I"'animal adulte. Au niveau comportemental, nous avons montré que les souris déficientes pour la
protéine CD3( présentaient des défauts d’apprentissage et de mémoire. Les souris CD3¢ 7’
présentant un Sl déficient susceptible de contribuer aux défauts cognitifs observés, ont recu une
greffe de moelle osseuse afin de rétablir leur SI. Par cette approche, nous avons mis en évidence que
I'altération des fonctions cognitives était indépendante de I'activité de CD3¢ au niveau du SI. Nous
avons alors examiné au niveau cérébral les conséquences de I'absence de CD3( sur les synapses
excitatrices glutamatergiques, dans lesquelles CD3( est enrichis au niveau postsynaptique. L’absence
de CD3¢ chez la souris engendre une diminution de la localisation synaptique de la sous-unité GIuN2A
des récepteurs NMDA in vitro comme in vivo. Par des expériences de co-immunoprécipitation, nous
avons mis en évidence que CD3( interagissait avec GIuN2A, et que I'absence de CD3( abrogeait
I'interaction entre GIuN2A et PSD95, suggérant que CD3{ régule I'agrégation synaptique de GIuN2A
en modulant I'interaction de cette derniére avec PSD95. Nous avons alors testé I'importance de CD3¢
dans la plasticité synaptique dépendante des récepteurs NMDA dans un modéle de LTP induite
chimiquement sur des cultures de neurones CD3¢ 7. Trois événements majeurs ont lieu lors de la mise
en place d’une LTP : le recrutement et I’activation par autophosphorylation de la CaMKIl, qui conduit,
selon deux voies distinctes, a la phosphorylation de la sous-unité GluA1l, et au recrutement synaptique

des récepteurs AMPA. Nous avons montré que CD3¢ était important pour la translocation synaptique
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et I'autophosphorylation de la CaMKIl, et le recrutement synaptique de la sous-unité GIuAl. Nos
résultats suggérent que CD3¢, en régulant la localisation synaptique de GIuN2A, contribue a
I'activation synaptique de la CaMKIl, et au recrutement synaptique de GIuAl lors de la LTP.
L’ensemble de ces résultats intégre CD3( dans les mécanismes moléculaires de la plasticité

synaptique et en fait un acteur important pour I'apprentissage et la mémoire (figure 39).

Figure 39 : Schéma du réle de CD3( dans les réorganisations moléculaires synaptiques durant la LTP.
CD3¢ influe sur la localisation synaptique de GluN2A en modulant l'interaction de cette derniere avec PSD95.
Lors de I’activation des récepteurs NMDA, CD3( permet le recrutement synaptique et la phosphorylation de la
CaMKII. De plus, CD3¢ facilite ['interaction de la CaMKII avec les sous-unités GIuN2A et GIuN2B des
récepteurs NMDA. Bien que la phosphorylation de la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA par CaMKII ne
soit pas affectée par ’absence de CD3(, le recrutement synaptique des récepteurs AMPA possédant une sous-
unité GluAl est abrogé en absence de CD3(. Une hypothése est que [’'absence de CD3( inhibe la
phosphorylation de la stargazine par la CaMKII, empéchant ainsi la capture des récepteurs AMPA a la synapse.
Le role de CD3¢ au niveau des réorganisations moléculaires liées a la LTP pourrait étre le mécanisme
cellulaire a l'origine des défauts d’apprentissage et de mémoire des souris déficientes pour CD3¢. Fléches
noires : processus non affectés par CD3(; fleches rouges : processus médiés par CD3(; fleche bleue :
hypothese de processus médiés par CD3¢.
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Abstract

The immunoreceptors-associated protein CD3( is known for its role in immunity and has also
been implicated in neuronal development and synaptic plasticity. However, the mechanism
by which CD3( regulates synaptic transmission remains unclear. In this study, we showed
that mice lacking CD3( exhibited defects in spatial learning and memory as examined by the
Barnes maze and object location memory tasks. Given that peripheral T cells have been
shown to support cognitive functions and neural plasticity, we generated CD3{-/- mice where
the peripheral T cells were repopulated to a normal level by syngeneic bone marrow
transplantation. Using this approach, we showed that T cell replenishment in CD3C-/- mice
did not restore spatial memory defects, suggesting that the cognitive deficits in CD3(-/- mice
were most likely mediated through a T cell-independent mechanism. In support of this idea,
we showed that CD3( proteins were localized to glutamatergic postsynaptic sites where it
interacted with the NMDAR subunit GIuN2A. Loss of CD3( in brain decreased GIuN2A-
PSD95 association and GIUN2A synaptic localization. This effect was accompanied by a
reduced interaction of GIuN2 with the key NMDAR downstream signaling protein CaM-
Kinase Il (CaMKII). Using the glycine-induced, NMDA-dependent form of chemical LTP in
cultured cortical neurons, we showed that CD3( was required for activity-dependent CaMKI|
autophosphorylation and for the synaptic recruitment of the AMPAR subunit GluA1.
Together, these results support the model that the pro-cognitive function of CD3( may be
mediated through its involvement in the NMDAR downstream signaling pathway leading to

CaMKII-dependent LTP induction.
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Introduction

Many canonical immune molecules are expressed in the nervous system, and play important
roles in neurodevelopment and synaptic plasticity (Boulanger, 2009). These include
molecules of the adaptive immune system such as members of the major histocompatibility
complex class | (MHCI) and of the immunoreceptors-associated CD3 complex (Huh et al.,
2000; Goddard et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Baudouin et al., 2008; Fourgeaud et al.,
2010; Glynn et al., 2011). CD3zeta (CD3{) is a transmembrane adaptor signaling protein first
characterized in T cells as a component of the CD3 complex, the signaling module of the T
Cell Receptor (TCR). This receptor recognizes peptide fragments presented by MHC
molecules and is thus responsible for antigenic recognition (Samelson et al., 1985).
Moreover, CD3( participates in intrathymic T cell differentiation, which is arrested in mice
lacking CD3C, leading to a marked reduction of circulating mature T cells (Liu et al., 1993;
Love et al., 1993; Malissen et al., 1993). Genetic inactivation of CD3( also highlighted its
critical role in neuronal development and plasticity. At early developmental stages, CD3( acts
as a downstream mediator of the ephrinA1/ EphA4 signaling pathway to inhibit neurite
extension (Angibaud et al.), and is required for activity-dependent refinement of the retinal
ganglion cell axon projections to the thalamus (Huh et al., 2000; Xu et al., 2010). In addition,
CD3{ negatively regulates dendritic complexity in retinal ganglion cells and cultured
hippocampal neurons (Baudouin et al., 2008; Xu et al., 2010). Synaptic functions were also
altered in CD3{-deficient mice, which showed a reduced glutamatergic synaptic activity in the
retina ( Xu et al., 2010) and defects in synaptic plasticity in the hippocampus, reflected by an
enhanced long-term potentiation (LTP) and a lack of long-term depression (LTD) (Huh et al.,
2000; Barco et al., 2005). However, the role of CD3( in synaptic plasticity-dependent
cognitive behavior, in particular in learning and memory, is currently unknown. In addition,
the mechanisms by which CD3( regulates synaptic function remain poorly understood and
might be initiated by two distinct but non exclusive processes. One process would involve

immune-mediated mechanisms triggered by peripheral CD3(-expressing T cells. Indeed,
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several studies raised the notion that circulating T cells play a supportive role in cellular
plasticity important in neurogenesis and cognition (Brynskikh et al., 2008; Wolf et al., 2009;
Derecki et al., 2010; Kipnis et al., 2012), suggesting that the decreased level of circulating T
cells in CD3C-deficient mice might impact neural plasticity. The second process would rely on
a direct regulation of glutamate receptors distribution and downstream signaling pathways by
neuronal CD3(, known to localize at glutamatergic synapses (Baudouin et al., 2008).

In this study, we examined the role of CD3( in spatial learning and working memory. In
addition, we explored the significance of the aforementioned mechanisms in CD3{-mediated
cognitive behavior and neuronal plasticity. Our data showed that CD3{-deficient mice
exhibited impaired learning and memory, independent of T cell deficiency, but associated
with decreased synaptic GIUN2A and altered NMDA-dependent plasticity manifest by

inhibition of CaMKII activation and GluA1 synaptic recruitment.
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Materials and methods

Animals

C57BL/6 CD45.2" CD3(+/- mice were obtained from CDTA center in Orleans (France).
Animals were maintained as heterozygotes on a C57BL/6 background. Newborns or 17-day-
old mice embryos were genotyped by PCR amplification as described previously (Malissen et
al., 1993). C57BL/6 CD45.1" mice were obtained from Charles River. Mice were maintained
on a 12h light-dark cycle in a temperature-controlled room with free access to water and
food. Age matched littermates were used for all experiments. All protocols were carried out in
accordance with French standard ethical guidelines for laboratory animals (Agreement

#CEEA.2012.42, CEEA.2012.43, CEEA.2012.44).

RNA Extraction and PCR

Total RNAs were extracted from 8-week-old CD3(+/+ and CD3{-/- mice hippocampi and
homogenized in 1ml of Trizol reagent for 5 min at room temperature followed by chloroform
extraction and isopropanol precipitation. After centrifugation and washing in ethanol, RNA
was resuspended in water. After Turbo DNAse treatment (Invitrogen), 2 pg of RNA were
reverse-transcripted with a MMLV-reverse transcriptase system (Invitrogen). The
synthesized cDNA (200ng) was denaturated for 10 min at 96°C and subjected to 40 cycles of
3 sec at 96°C, 3 sec at 60°C, 50 sec at 68°C and a final extension step of 10 sec at 72°C
using the Veriti Thermal cycler (Applied Biosystems). The reaction occurred in a total volume
of 20ul using the AmpliTag Gold PCR Master Mix (Applied Biosystems). For the amplification
of CD3¢ mRNA, the sense oligonucleotide primer was 5'-
AGGGAAGCAGAAGATGAAGTGG-3' and the antisense oligonucleotide primer was 5'-
TATGCAGGGCATCATAGGTGTC-3' giving rise to a 485 and 380 base-pairs fragment
mRNA for CD3(+/+ and CD3{-/- mice respectively. Internal standards were generated by
amplifying the GAPDH mRNA using the following oligonucleotides primers 5'-
CTACAGCAACAGGGTGGTGG-3'  (sense) and  5-TATGGGGGTCTGGGATGG-3'

(antisense). PCR products were loaded on a 1% agarose gel for analysis.
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Behavioral studies

Barnes Maze Task. The Barnes maze was used to assess spatial reference memory (Barnes,
1979). One of the advantages of the Barnes maze task is that it is not contaminated by
stress, as much as other similar tasks, and no strong aversive stimuli or deprivation is used
as reinforcement. The apparatus used in this experiment consisted of a white circular
platform (90 cm of diameter) elevated 1m above the floor, with 20 equally spaced holes (5¢cm
of diameter) at the periphery of the maze. A dark escape box was placed under only one
hole randomly chosen for each mouse. The maze was placed in a room with distal
environmental cues fo allow mice to properly locate the target hole. An aversive noise
(Combo Tuner Metronome TM40, Korg) was used as motivation to escape in the dark box.
The apparatus was clean between each trial in order to prevent the use of local olfactory
cues. The test was divided in two phases. During four days, mice were trained four times a
day to find the target hole. Sessions within each day were separated by 15 min. Memory
performance of the mice was assessed by one trial performed 24h (D5) and 8 days (D12)
after the last training. A video camera was used to record the behavior of the mice during
both the training sessions and the tests. For the training sessions, mice were gently picked
up from the tail and placed for 10 sec in the middle of the platform under a box before the
beginning of the session. After 3 min, if the mice did not find the correct hole, they were
gently directed toward the target hole and allowed to descend into the escape box where
they were left for 1 min in an aversive noise-free environment. The time to enter into the
target hole and the velocity of the mice were measured. Search strategies used by the mice
to locate the target hole during the training were analyzed across days. Search strategies
were scored as random if the mouse displayed a nonsystematic search strategy with multiple
crossings through the center of the maze or if it did not locate the hole within the 3 min.
Search strategies were scored as serial if the mouse moved around the edge of the maze
and past at least three adjacent holes before entering the escape hole. Finally, search

strategies were scored as spatial if the mouse moved directly towards the direction of the
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escape hole from the center of the maze, and did not explore a hole more than two holes
away from the target hole. Proportion of random, serial and spatial strategies was scored for
each days of training and compared between mouse genotypes. For the tests trials (D5 and
D12), the escape box was removed and mice were allowed to explore the maze for 90 sec.
The number of visits (when a mouse dipped its head into a hole) into the target hole and the
two direct adjacent holes were measured. CD3{+/+, CD3{+/- and CD3(-/- naive and grafted
(42 days post-graft) mice at 12 weeks of age were used for this study. Analyses were
performed on 8 to 11 animals per group. Data are presented as mean + SEM. Data analysis
was performed using Excel and GraphPad Prism 5 softwares and statistical analyses were
performed using Two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc tests.

Object Location Memory Task. The experimental apparatus used in this study was a square
box made of opaque white plastic (50cm x 50 cm). The mice were first habituated to the box
for 15 min. Then the mice were placed for 10 min in the box with 4 different plastic objects
positioned in a defined spatial orientation (training). Twenty-four hours later, the mice were
placed in the same box with the same four objects but two of them have switched location
(test). The time spent exploring the objects in novel and old (familiar) locations was
measured during 10 min. Exploration of an object was assumed when the mouse
approached an object, when touched it with its vibrissae, snout or forepaws. The object
location preference was calculated as the exploration time of the old or novel location objects
/ total exploration time. Analyses were performed on 12-week-old CD3{+/+ (n=6); CD3({+/-
(n=4) and CD3{-/- (n=5) mice. Data analyses were performed using Excel and GraphPad
Prism 5 softwares and statistical analyses were performed using Two-way ANOVA with

Bonferroni post-hoc tests.

Bone Marrow Transplantation (BMT)

Age-matched CD45.2" (6 weeks old) CD3(+/+ and CD3(-/- mice (recipient mice) were
anesthetized with an intramuscular injection of Rompun/Ketalar (4mg/kg of xylazine ;
40mg/kg of ketamine) and received X-ray total body irradiation (2Gy) (Faxitron 160 CP) 6 to

8
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10h before BMT. Bone marrow cells (BMCs) were isolated from adult CD45.1" C57BL/6
female mice (donor mice) by flushing the tibiae and femurs using a 26-gauge needle with
Media 199 containing 10mM Hepes (Invitrogen), 10pg/ml DNAse (Sigma Aldrich) and 4pg/ml
gentamycine (BioWhittaker). After filtration through a 100 um filter, BMCs were centrifuged
for 5 min at 800 g at 4°C. BMCs were resuspended in Media 199 containing 10mM Hepes
(Invitrogen), 10ug/ml DNAse (Sigma Aldrich) and 4ug/ml gentamycine (BioWhittaker) at a

density of 30.10° cells per ml. Recipient mice were injected intravenously with 15.10° cells.

Flow Cytometry Analysis

Two, six and eight weeks after BMT, grafted CD3(+/+ (n=11) and grafted CD3(-/- (n=10)
mouse were anesthetized with 4% Isoflurane (Forene) with 0.8 L/min of O, and 300p! of
blood was collected from the maxillar vein with a 20-gauge needle in an eppendorf with 20l
of heparine. The same procedure was performed with 12 week-old naive CD3{+/+ (n=7) and
CD3C-/- (n=9) mice. After red cell lysis, peripheral blood cells were suspended in FACS
Buffer (10g/l BSA and 0.1% Azide in PBS) and stained for 30 min for extracellular markers
with antibodies for CD45.2 conjugated to Fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD Bioscience,
1ug/ml), and CD3e (BD Bioscience, 2ug/ml) or TCRB (BD Bioscience, 1ug/ml) conjugated
with phycoerithrine (PE). Labeled cells were analyzed with a FACS LSR |l ® (BD Bioscience)
and analyzed using FlowJo software (Tree Star Inc). To obtain an accurate cell count, cells
were gated using forward versus side scatter to eliminate debris, pulse width versus area to
select singlet cells and DAPI labeling to eliminate dead cells. To determine the percentage of
CD3e and TCRp cells, the number of CD3e" and TCRp" cells was divided by the total of living
cells. Data analyses were performed using Excel and GraphPad Prism 5 and statistical

analyses were performed using Kruskall-Wallis Test with Dunn’s post-hoc test.

Culture of cortical neuron and pharmacological treatments.
Cultures of astrocytes were first prepared to constitute a glial feeder layer. Briefly, the cortex
was dissected from P1 newborn rat forebrains and dissociated by trypsin and DNAse. Cells

9
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were then plated at a density of 35x10° cells/cm? in minimal essential medium (MEM)
containing 10% FCS, 0.6% D-glucose, 100 pg/ml streptomycin. The medium was replaced
with serum-free MEM containing N2.1 supplements 24h before the neuron culture.

Mouse cortical neuron culture was prepared from E17 brain of CD3(-/- and CD3(+/+
littermate mice, genotyped by PCR amplification as described above. After dissection of the
cortex, the tissue was enzymatically dissociated with trypsin and mechanical trituration. Cells
were plated on glass coverslips coated with poly-L-lysine (1mg/ml, Sigma Aldrich) at a
density of 7x10° cells/cm? for immunostaining or 18x10° cells/cm? for Westem blot in
neuronal plating medium composed of MEM containing 10% FCS, 0.6% D-glucose, 100
pg/ml streptomycin, 100 Ul/ml penicillin and 1mM sodium pyruvate. Cells were transferred 3h
later to a dish containing a glial feeder layer in serum-free MEM containing N2.1
supplements. At 2 days in vitro (DIV), 5uM of cytosine arabinoside was added. Cells were
used at 15 DIV for both immunostainings and Western blot.

For glycine-induced long term potentiation (Gly-LTP), 15DIV neurons were incubated for 5
min in a Mg2+ free ACSF (125mM NaCl; 2.5mM KCI; 26.2mM NaHCO;; 1mM NaH,PO.;
11mM glucose; 2.5mM CaCl;) with 100pM of glycine (Sigma Aldrich) followed by a 15 min
incubation in ACSF supplemented with 1.25mM MgCl;. For forskolin/rolipram treatment
(F/R), 15DIV neurons were incubated for 16h with 50uM forskolin (Sigma Aldrich) and 0.1uM
rolipram (Sigma Aldrich) in neuronal culture medium. Following treatment, cells were fixed for

immunostaining or collected for Western Blot analyses.

Immunostaining

Neurons at 15 DIV were fixed in PBS containing 4% paraformaldehyde (PFA) and 4%
sucrose for 15 min except for NMDA receptor immunostaining for which cells were fixed in
MeOH for 20 min at -20°C. Neurons were permeabilized for 5 min at room temperature (RT)
in 0.25% Triton-X-100 in PBS (only if PFA fixation), washed twice with PBS, and incubated
for 30 min at 37°C in PBS containing 10% BSA. Neurons were incubated overnight at RT

with primary antibodies diluted in PBS containing 3% BSA and 0.02% azide. Antibodies used
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were the following: rabbit anti-CD3( (Spring Bioscience, 1ug/ml), mouse anti-PSD95
(Abcam, 1pg/ml), mouse anti-GAD (Hybridoma Bank, 1:2), rabbit anti-GluA1 (Calbiochem,
0.5pg/ml), mouse anti-GluN1 (BD Pharmigen, 2.5ug/ml), rabbit anti-GIuN2A (Millipore,
5pg/ml), mouse anti-GluN2B (NeuroMab, 5pg/ml), mouse anti-CamKlla (Affinity Bioreagents,
5.8ug/ml), mouse anti-SV2 (Hybridoma Bank); mouse anti-Synapsin | (Synaptic Systems,
2pg/ml) and rabbit anti-Synapsin | (Sigma, 0.02pg/ml). After washing, neurons were
incubated for 45 min at 37°C with the appropriate FITC-conjugated or Alexa 568-conjugated
secondary antibodies diluted in PBS containing 3% BSA and 0.02% azide. Neurons were
washed with PBS and mounted with ProLong Gold Antifade Reagents with DAPI (Molecular

Probes).

Image analyses and quantification

Images were acquired with 63x (NA 1.4) oil immersion objective using a digital camera
(AxioCam HRC, Zeiss) driven by AxioVision Release 4.2 software. For 3D reconstruction,
high-resolution confocal image stacks were acquired using a Leica SP1 laser scanning
microscope microscope (Leica Microsystems, Nanterre) equipped with Argon 488 nm-,
DPSS 561 nm-, and He-Ne 594 nm lasers, and a 63x (NA 1.4) oil immersion objective. In
each sample, the two fluorophores (Alexa 488 paired with Alexa 594) were imaged
separately using sequential scanning to eliminate the possibility of overlapping emission. The
step size of the z-stack was 0.25um. 3D reconstruction was performed using Amira 3d V4.1
Software (Visualization Sciences Group, Bordeaux).

The quantification was performed using Image J software. The number of clusters (GIuN1,
GIuN2A, GIuN2B, GluA1, PSD95) per length unit of dendrite was determined for each
selected neuron in one to two dendrites. To define clusters, thresholds for individual neurons
and channels was chosen manually and corresponded to at least two times the average
intensity of fluorescence in the dendritic shaft. To define synaptic clusters, the binary images
of each postsynaptic molecule (GluN1, GIuN2A, GIuN2B, GIuA1 and PSD95) were compared

with binary images of synapsin clusters. Any postsynaptic cluster that had at least one pixel
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of overlap with a presynaptic cluster was defined as synaptic. For Gly-LTP experiments, the
percentage of synaptic GluA1 clusters corresponds to the percentage of thresholded GIuA1
puncta overlapping with a binary image of the PSD95 image. The number of CamKIl-
immunoreactive spines was counted in two dendrites of each selected neurons

A total of 30-40 neurons were analyzed for each experimental condition from three to four
independent cultures. Data analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 software.
Values indicate mean + SEM. Group comparison was made by Student t test or by Two-way

ANOVA with Bonferroni post-hoc tests as indicated.

Western blot and Coimmunoprecipitation

To analyze CD3( protein expression, forebrains from adult CD3(+/+ (n=5) and CD3L-/- (n=6)
mice were homogenized using a Teflon homogenizer in RIPA lysis buffer (50mM Tris,
150mM NaCl, 1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1mM EDTA, pH8.0) and
solubilised during 30 min at 4°C. The resulting suspension was centrifuged at 20,000g for 20
min and the supernatant was analyzed by Western Blot. The synaptosome and synaptic
membrane fractions were obtained from forebrains of 30-day-old Sprague-Dawley rats.
Forebrains were homogenized using a Teflon in 5mM Tris-HCI, pH7.4 containing 320mM
sucrose, 0.5mM EGTA and protein inhibitor cocktail (PIC; Sigma Aldrich). After centrifugation
at 1,000g for 10 min, the supernatant (S1) was saved. The pellet was washed, homogenized
in the previous buffer and centrifuged for 10 min at 1,000g. The second supernatant (S2)
was collected, mixed with the first supernatant (S1) and then centrifuged at 4°C for 20 min at
12,000g. The pellet (total membrane fraction P2) was resuspended in 5mM Tris-HCI pH 8.1
containing 320mM sucrose, 0.5mM EGTA and 1mM dithiothreitol. The resulting suspension
was layered on a discontinuous sucrose step gradient (0.32M/1M/1.2M sucrose in 5SmM Tris-
HCI pH 8.1) and centrifuged at 150,000g for 2h at 4°C. The synaptosome fraction was
collected at the interface between the 1/1.2M sucrose gradient and diluted 10 times with the
lysis buffer (5mM Tris-HCI pH 8.1 containing 0.5mM EGTA). For synaptic membrane

preparation, the synaptosome fraction was incubated under soft agitation for 30 min at 4°C.
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The lysed solution was centrifuged at 33,000g for 30 min at 4°C and the pellet was
resuspended in 5mM Tris-HCI pH 8.1 containing 320mM sucrose, 0.5mM EGTA and 1mM
dithiothreitol. The resulting suspension was layered on a discontinuous sucrose step gradient
(0.32M/1M/1.2M sucrose in 5mM Tris-HCI pH 8.1) and centrifuged at 250,000g for 1h at 4°C.
The synaptic membrane fraction was collected at the interface between the 1/1.2M sucrose
gradient.
To analyze the protein expression of the synaptic receptors (GIuN1, GIuN2A, GIuN2B,
GluN1) in CD3(+/+ and CD3(-/- mice brain, membrane brain homogenates (P2) and
synaptosome-enriched fractions were generated. Forebrains from adult CD3(+/+ (n=4) and
CD3(-/- (n=4) mice were homogenized using a glass Teflon homogenizer in 10mM Tris-HCI,
pH7.4 containing 320mM sucrose and PIC. The resulting suspension was centrifuged at
700g for 10 min. The supernatant was collected, centrifuged at 100,000g for 30 min and the
pellet was resuspended in 10mM Tris-HCI, pH7.4 (P2). For synaptosome-enriched
membrane fraction, the pellet of the membrane fraction was resuspended in 5mM Tris-HCI
pH 8.1 containing 0.5% of Triton-X-100, 320mM sucrose and PIC and solubilised for 1h at
4°C. The resulting suspension was centrifuged at 100,000g for 1h at 4°C. The pellet was
then resuspended in the same buffer and centrifuged at 100,000g for 1h at 4°C. The pellet
was resuspended in 5mM Tris-HCI pH 8.1 containing 0.5% of Triton-X-100, 320mM sucrose
and PIC.
For neuronal culture analyses, 15 DIV neurons were scrapped into cold PBS containing PIC,
pelleted, and resuspended in Laemmli buffer. Analyses were performed on 3-4 different cell
cultures.
For coimmunoprecipitation, membrane brain homogenates from CD3{+/+ (n=4) and CD3(-/-
(n=4) brains were solubilised in TBS (50mM Tris-HCI, 0.15M NaCl, pH7.4) containing 1%
Triton-X-100 and PIC for 4h at 4°C. After centrifugation for 30 min at 20,000g, the
supernatant was collected and incubated overnight with 4 pg of rabbit anti-CD3C (Spring
Bioscience), mouse anti-CD3{ (Santa Cruz Biotechnologies), anti-GIuUN2A (Millipore) or anti-
GIuN2B (Millipore) antibodies coupled to protein A or protein G sephrose beads (GE
13
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Healthcare). After centrifugation for 2 min at 3,000g, the pellet was washed with TBS
containing 1% Triton-X-100 and PIC, then twice with Tris-NaCl (50mM Tris-HCI, 300mM
NaCl, pH7.4) and twice with TBS. After centrifugation for 2 min at 3,000g, the beads were
resuspended in Laemmli buffer and analyzed by immunoblot. For control experiments, the
same procedure was followed except that the solubilized membrane suspension was added
to sepharose beads coupled to control IgG antibodies.

All samples (between 7 and 30ug) were boiled at 95°C for 5 min then transferred to ice
before being loaded on a 10% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane.
The membrane was blocked with 5% dried milk in 20mM Tris-HCI pH 7.4 containing 0.45M
NaCl and 0.1% Tween 20 (TBST) except for phosphoprotein for which the membrane was
blocked with 5% BSA in TBST. The membrane was then incubated overnight with a primary
antibody diluted in TBST containing 5% dried milk (5% BSA for phosphoprotein). The primary
antibodies used in this study were: mouse anti-EphA4 (Invitrogen, 1ug/ml), rabbit anti-CD3(
(Spring Bioscience, 0,5ug/ml), mouse anti-PSD95 (Abcam, 1ug/ml), mouse anti-GluN1 (BD
Pharmigen, 1pg/ml), rabbit anti-GluN2A (Millipore, 2ug/ml), mouse anti-GluN2B (NeuroMab,
2ug/ml), rabbit anti-GluA1 (Calbiochem, Sug/ml), rabbit anti-Phospho831 GluA1 (Millipore),
rabbit anti-Phospho286 CamKIl (Promega, 1:200) mouse anti-CamKllo. (Thermo Scientific,
0.5pg/ml) or mouse anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnologies, 0.2ug/ml). The membrane
was then washed in TBST, incubated for 1h in peroxidase-conjugated goat anti-rabbit
antibody (1:1000) or in peroxidise-conjugated donkey anti-mouse antibody (1:1000)
respectively, and visualized using an enhanced chemiluminescence kit (ECL, Amersham,
Buckinghamshire, UK) and Fujifilm LAS-400 imaging analysis system. Quantification of
signal intensity was performed using Muligauge V3.0 software. For phosphorylation analysis,
signal intensity of the phosphoprotein was divided by the signal of the total protein and
normalized to control values. The statistical analysis was performed using Two-way ANOVA
with Bonferroni post-hoc test. For co-immunoprecipitation quantification, signal intensity of
the coimmunoprecipitated protein was normalized to the signal intensity of the protein in the

input sample then divided by the signal intensity of the immunoprecipitated protein. The
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CD3(-/- values were normalized to CD3(+/+ values. All statistical analyses were performed

using GraphPad Prism 5 software.
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Results

CD3{ knock out leads to spatial learning and working memory deficits

The expression of a nonfunctional truncated CD3{ mRNA, lacking exon 2, was verified in the
hippocampus of CD3({-/- mice (Fig. 1A). Immunoblots from mouse brain homogenates
labeled with CD3( antibody confirmed that no CD3{ protein was expressed in the knock-out
mice, as previously described (Fig. 1B) (Malissen et al., 1993).

Ten to twelve weeks old CD3C-/- mice old did not differ significantly from congenic CD3(+/+
animals in overall health and appearance, body weight, and in spontaneous behavior in the
home cage. The learning and spatial memory performances of CD3(-/- mice were evaluated
with the Barnes circular maze test, a hippocampus-dependent cognitive task that requires
spatial reference memory (Barnes, 1979; Bach et al., 1995). Both CD3{+/+ (n=8) and CD3(-
/- (n=11) mice learned to locate the escape hole with the hidden box during the course of the
training period (days 1-4), as indicated by a progressive reduction in the time needed to
reach the target hole (Fig.1C). However, CD3{-/- mice did not perform as well as CD3(+/+
mice, as indicated by a significant increase of the time needed to find the escape hole at Day
2 and Day 4 of the training as compared to CD3{+/+ mice (Day 2: CD3(+/+: 96.5+11.3 sec;
CD3L-/-: 142.8411.3 sec p<0.05; Day 4: CD3({+/+: 50.9+15.4 sec; CD3(-/-: 103.2+13.34 sec
p<0.05, Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc test; Fig. 1C). No difference in
velocity between the groups was observed indicating that CD3{+/+ and CD3(-/- mice
showed comparable motor capacity (Fig. 1D). However, CD3{+/+ and CD3{-/- mice showed
a different search strategy profile to locate the escape tunnel during the training period.
Initially, both wild-type and mutant mice mainly employed the random search strategy, in
which mice explored many holes in an unsystematic fashion, with many center crossings. At
Day 1, the proportion of random strategy is 96.8 %+3.1 and 97.7 %=2.3 for CD3{+/+ and
CD3L-/- mice respectively (Fig. 1E,F). As from Day 2, CD3(+/+ transiently employed the
serial search strategy, characterized by a methodical exploration of consecutive hole, and

thereafter progressively shift to a spatial search strategy, the most efficient strategy in which
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mice take the direct course to the escape tunnel. While mutant mice were able to shift from
the random to the serial-search strategy, they failed to use the spatial-search strategy
consistently (Fig. 1E,F). At Day 4, i.e. at the end of the training period, the spatial-search
strategy was employed by 40.6%+14.9 and 15.9%+5.1 of CD3(+/+ (n=8) and CD3(-/- (n=11)
mice, respectively (p<0.05; Two way ANOVA with Bonferroni's post-hoc test). Probe trials in
which the escape box was removed were performed at Day 5 and Day 12. The working
memory was assessed by counting the number of nose pokes into the target hole, which
corresponds to the former location of the escape box, and to its adjacent holes. For both
probe tests at days 5 and 12, the group of CD3{+/+ mice showed a preference for the target
hole as compared to adjacent holes indicating a good memory of that location (number of
nose spokes for the target vs adjacent holes is 3.5+0.5 vs 0.775+£0.19 at Day 5 p<0.001;
2.71+£0.56 vs 1£0.24 at Day 12 p<0.05; Two way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc test; Fig.
1G,H). By contrast, the group of CD3(-/- mice showed no significant difference between the
target and adjacent holes, suggesting impairment in working memory (number of nose
spokes= 1.74+0.39 vs 0.71+£0.17 at Day 5, p>0.05; 1.22+0.59 vs 0.5+£0.17 at Day 12, p>0.05;
Two way ANOVA with Bonferroni's post-hoc test). It has been reported that CD3(-/- mice
exhibited developmental abnormalities of the visual system (Huh et al., 2000; Xu et al.,
2010), which might in turn affect their visual abilities required to locate the escape hole using
extra maze visual cues. By contrast, CD3{+/- mice showed an absence of retinal deficiency
and an electroretinogram similar to that of CD3(+/+ mice (Xu et al., 2010). Thus, the
behavior of CD3{+/- mice in the Barnes maze should entirely reflect the learning and
memory performance of these mice without the interference of potential visual defects.
During the course of the training period, CD3{+/- mice exhibited a similar pattern than the
CD3(-/- mice with a significant increase in the time needed to reach the target hole at Day 4
compared to CD3{+/+mice (CD3{+/+ 50.9+15.4 sec, CD3{+/-101.7+23.3 sec; p<0.05; Two
way ANOVA with Bonferroni's post-hoc test; Fig 1.C). As shown in Fig. 1G,H, probe trials

performed at days 5 and 12 indicated that CD3(+/- mice did not significantly differentiate
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between the target and adjacent holes. Compared to CD3(+/+ and CD3(-/- mice, the group
of CD3({+/- mice showed an intermediate phenotype suggesting a gene dose-dependent
effect on memory. This result shows that the poor performance of the heterozygous CD3(+/-
mice in the Barnes maze is attributable to spatial learning and memory deficits and not to
visual impairment.

Spatial learning and working memory were also assessed using a spatial location memory
task. In this task, mice were habituated for 10 min to four different objects placed in a defined
spatial orientation. Mice were tested 24h later in a new object configuration in which two
objects were moved to a novel location. Contacts with the “old location” and “novel location”
objects were counted in both sessions. There were striking effects on reexploration of the
displaced objects, in which a renewed interest (increased contacts) with the object was
observed in wild-type but not in CD3{-/- and CD3{+/- mice as indicated by the percentage of
preference for the novel location compared to the old location (CD3(+/+ 60.33+3.75% vs
39.66+3.75, n=6 p < 0.05; CD3(+/- 49.53+2.34% vs 50.45+2.34%, n=5, p>0.05; CD3(-/-
48.23+3.70% vs 51.77+3.70%, n=4, p>0.05; Two way ANOVA with Bonferroni comparison
post-hoc test). Altogether, these results support a role of CD3( in spatial learning and

working memory.

Impaired spatial memory of CD3(-/- mice is independent of T cell deficiency

Mice lacking CD3( exhibited a marked decrease in circulating mature T cells (Liu et al., 1993;
Love et al., 1993; Malissen et al., 1993), which might account for the cognitive impairment
observed in CD3(-/- mice. Indeed, in mice with normal immune system, depletion of T cells
by administration of anti-CD4 antibodies or the immunosuppressive drug FTY720 results in
cognitive impairment within 7 days in a water maze paradigm (Wolf et al., 2009; Derecki et
al., 2010). Immunodeficient mice injected with splenocytes from wild-type counterparts
showed a significant improvement of their performance on learning and memory tasks

(Kipnis et al., 2004), while injection of T cell-depleted splenocytes did not affect their
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performance, indicating that cognitive improvement was T cell dependent (Brynskikh et al.,
2008; Ron-Harel et al., 2008). To examine whether the T cell deficiency of CD3(-/- mice
might underlie their impaired memory performance, CD3(-/- mice were repopulated to a
normal level of T cells by syngeneic BMT, and subsequently evaluated for memory
performance in the Barnes maze. Donor and recipient mice expressed different alleles of the
CD45, and can therefore be differentiated by flow cytometry using this congenic marker.
Irradiated CD3(+/+ and CD3({-/- CD45.2 mice received 15x10° bone marrow cells from
C57BL/6 CD45.1 mice and immune cell reconstitution was analyzed by flow cytometry from
blood samples at 14, 42 and 56 days post-transplantation (Fig. 2A). Importantly, all the
grafted mice developed multilineage chimerism as assessed by the presence of monocytes
and B cells (data not shown) as soon as 4 days post-BMT and by the presence of T cells 42
days post-BMT. We observed a progressive increase of donor-derived T cells (CD45.2°) in
both CD3{+/+ and CD3(-/- mice (Fig 2.A). Forty-two days after BMT, the proportion of
mature T cells (CD3e- and TCRp—positive cells) in grafted CD3{+/+ and CD3{-/- mice was
similar to naive CD3+/+ mice. This result indicated that the bone marrow cells engrafted
efficiently and that transplanted CD3(-/- mice develop normal level of donor-derived T cells
(CD3e" 25.99+1.56% and 18.61+1.37% of total cells for grafted CD3{+/+ and grafted CD3{-/-
mice respectively; TCRB™ 26.51+1.62% and 20.50+1.42% of total cells for grafted CD3{+/+
and grafted CD3(-/- mice respectively; n=10-11, p>0.05; Kruskal-Wallis Test with Dunn’s
post-hoc test; Fig. 2B,C). Working memory was assessed in the Barnes maze at Day 42
post-BMT (D42). Despite T cell replenishment, grafted CD3{-/- mice still showed no
preference for the target hole compared to the adjacent holes (Fig. 2D). Notably, comparable
levels of T cells were observed in CD3(+/+ and CD3(-/- mice at the end of the behavioral
session at Day 56 suggesting that the efficiency of T cell repopulation remained similar in
both groups during the entire behavioral test period (Fig. 2A). The failure of T cell
replenishment to restore memory performance in CD3(-/- mice suggested that the impaired

learning and working memory of CD3{-/- mice is likely independent of the T cell deficiency.
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(56.02£3.27% and 39.48+3.87% of total clusters in CD3({+/+ and CD3(-/- neurons
respectively, n=30, p<0.01; Student t test) (Fig. 4A,B,C). The number of synaptic clusters for
GluN1, GIuN2B, AMPAR subunit GluA1 and PSD95 was unchanged. In agreement with
these in vitro data, Western blots performed with synaptosome-enriched fractions from mice
brain indicated that the amount of GIUN2A was significantly reduced in mutant mice as
compared with CD3{+/+ (GIuN2A signal intensity normalized to GAPDH level is 338.56+43.4
in CD3(+/+; 164.75+7.77% in CD3{-/-, n=5, p<0.01; Two way ANOVA with Bonferroni post-
hoc test), while no modification of GIuN1 and GIuN2B expression level was observed (Fig.
4D,E). Interestingly, no significant change in GIuN1, GIUN2B or GIuN2A subunit levels was
detected in the whole membrane fraction (Fig. 4D,E). These results suggest that the lack of
CD3( selectively affects synaptic accumulation of GIUN2A without interfering with the cellular
expression levels. We next ask whether CD3( would interact with glutamate receptors by
performing coimmunoprecipitation experiments. Mice brain homogenates solubilized in 1%
Triton X-100 were immunoprecipitated with a monoclonal CD3{ antibody and the
immunoprecipitates were analyzed by immunoblot for GIuN2A and GluA1. As shown in Fig.
4F, only GIuN2A was detected in the protein complex. Control experiments using a
nonspecific IgG or performed with CD3{-/- brain lysate showed an absence of GIUN2A signal
in the immunoprecipitated complex, indicating the specificity of the interaction between CD3(
and GIuN2A. Having shown that CD3( interacts with GIuN2A and that its absence
downregulates the synaptic localization of GIuUN2A, we speculated that CD3( may facilitate
the association of NMDARs with the membrane-associated guanylate kinases (MAGUK)
protein PSD95, a major scaffolding molecule involved in the cell surface stabilization and
synaptic localization of NMDARs (Kornau et al., 1995; Steigerwald et al., 2000; Lavezzari et
al., 2003). To test this hypothesis, the association between PSD95 and its preferential
interacting subunit GIuUN2A was studied by immunoprecipitation assay in CD3(+/+ and CD3(-
/- mice brain lysates. PSD95 immunoprecipitated with GIuN2A in CD3{+/+ but not in CD3(-/-

brain lysate, indicating that the interaction between PSD95 and GIuN2A is disrupted in CD3(-
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/- mice (Fig. 4G). These experiments identify CD3( as a novel interacting partner of GIuUN2A.
This interaction seems to consolidate the association between GIuN2A and PSD95, which
might consequently promote the synaptic expression of GluN2A-containing NMDARs in

neurons.

Defect in activity-dependent CaMKIl autophosphorylation in CD3(-/- neurons

In addition to the synaptic anchoring of NMDARs, PSD95 is critical to assemble NMDA
receptor-associated protein complex, thereby supporting the functional coupling of NMDARs
with downstream signaling at synapses (Sheng and Kim, 2011; Sanz-Clemente et al., 2013).
We thus investigated whether the lack of CD3{ might affect downstream signaling pathways
at glutamatergic synapses.

We have previously reported that CD3( interacts with the ephrin receptor EphA4 and acts
downstream of an ephrinA1/EphA4 pathway to mediate early neuronal morphogenesis
(Angibaud et al., 2011). In mature neurons, EphA4 is a component of the glutamatergic
synapses and is involved in the regulation of dendritic spine morphology and hippocampal
synaptic plasticity (Grunwald et al., 2004, Murai and Pasquale, 2004; Inoue et al., 2009).
Increased synaptic activity induces the processing of EphA4 by y-secretase, resulting in the
formation of a cleaved EphA4 intracellular domain (EICD), which has the ability to enhance
the formation of dendritic spines (Inoue et al., 2009). We postulated that CD3{ might be part
of a NMDA-EphA4 receptor protein complex, and might therefore regulate the level of EphA4
processing in a coordinated manner with synaptic activation. We thus examined whether the
lack of CD3( would alter the level of EICD. Western blot analysis of EICD showed no
difference in brain lysates from CD3{+/+ and CD3{-/- mice (Fig. 5A,B). The processing of
EphA4 was further analyzed in primary cortical neuron cultures in which the spontaneous
synaptic activity was increased by application of the adenylate cyclase activator forskolin and
the phosphodiesterase inhibitor rolipram (F/R), a treatment previously shown to induce EICD

production (Inoue et al., 2009). This treatment enhanced the processing of EphA4 similarly in
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The Gly-LTP protocol induced an increase of the phospho-S831 GIuA1 similarly in CD3{+/+
and CD3{-/- neurons (Fig. 7A,B). The effect of Gly-LTP on the synaptic recruitment of GluA1
was achieved by immunofluorescence studies. Neurons were immunolabeled for GluA1 and
the postsynaptic marker PSD95. Synaptic GluA1 was defined as GluA1 clusters colocalized
with PSD95 clusters. Gly-LTP induced a more than 2 fold increase of synaptic GIuA1 in
CD3{+/+ neurons compared with mock-stimulated control (Two way ANOVA with Bonferroni
post-hoc test p<0.01; Fig. 7 C,D). By contrast, CD3{-/- neurons failed to undergo the
synaptic accumulation of GIluA1 upon Gly-LTP (Two way ANOVA with Bonferroni post-hoc
test p>0.05; Fig. 7 C,D). As a control, PSD95 protein clustering was unaffected by genotype
or stimulation (Fig. 7E). These results suggest that the deficiency of CaMKII
autophosphorylation in CD3(-/- neurons preserves the signaling pathway required for the

GluA1 phosphorylation at S831 but affects the synaptic recruitment of GluA1.
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Discussion

This study identified for the first time the immunoreceptors-associated protein CD3( as a key
mediator in learning and memory. We found that the impaired cognitive behavior of CD3C-/-
mice is independent of T cell deficiency, but associated with major alterations of
glutamatergic synapses. Specifically, our data showed that CD3{ promotes GIuN2A synaptic
localization and the formation of GluN2-CaMKII complexes. Moreover, CD3( is required for
NMDA-dependent CaMKII activation and for the synaptic recruitment of the AMPAR subunit
GluA1. Together, these results support the model that the pro-cognitive function of CD3(
may be mediated through its involvement in the NMDAR downstream signaling pathway

leading to CaMKIlI-dependent LTP induction.

Our study showed that CD3{-deficient mice exhibited impaired learning behavior and
working memory as examined by spatial learning and memory tasks in the Barnes maze and
a spatial location memory task. In CD3(-/- mice, the level of circulating mature T cells is
dramatically reduced (Liu et al., 1993; Love et al., 1993; Malissen et al., 1993). Given the
importance of peripheral circulating T cells in cognitive functions and neural plasticity
(Yirmiya and Goshen, 2011; Kipnis et al., 2012), CD3{-/- mice were repopulated to a normal
level of T cells by syngeneic BMT. This approach did not restore the cognitive deficit of
CD3C-/- mice, indicating that replenishment with WT T cells had no influence on cognitive
behavior of CD3{-/- mice. One possibility is that the low numbers of CD4" and CD8" T cells
produced in CD3(-/- mice (Shores et al., 1998) might be sufficient to maintain the required T
cell repertoire in the meninges, shown to constitute a candidate site for beneficial T cell
interaction with CNS (Derecki et al., 2010; Radjavi et al., 2013), and therefore sufficient to
preserve the T cell-based support of learning and memory. Our results suggest strongly that
the dominant cause for cognitive deficit of CD3(-/- mice involved the brain per se rather than
peripheral immune defects. Consistent with this interpretation, we found a postsynaptic
enrichment of CD3( at glutamatergic synapses and defects in Gly-LTP in CD3(-/- neurons
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suggesting essential postsynaptic functions of CD3( at glumatergic synapses, in agreement
with previous studies in the hippocampus and the retina (Huh et al., 2000; Xu et al., 2010).
We now delineate a mechanism by which CD3( contributes to the plasticity of glutamatergic
synapses. We found that CD3( promotes GIuUN2A synaptic localization and GluN2-CaMKII
interaction. CaMKII binding to the NMDAR subunit GIuN2 seems to have a key role in the
CaMKIlI-dependent LTP induction (Barria and Malinow, 2005; Zhou et al., 2007). Accordingly,
our data show that CD3( is required for activity-induced CaMKII autophosphorylation and
GluA1 synaptic recruitment, two key events for LTP and memory formation (Lisman et al.,
2012). Together, these data suggest that the role of CD3( in cognition is mediated by its
contribution to the NMDAR downstream signaling pathway leading to CaMKII activation and
subsequent synaptic translocation of GluA1.

Our results showed that the lack of CD3( in cortical neuron cultures inhibited Gly-LTP as
reflected by a marked decrease of CaMKIl autophosphorylation and GluA1 synaptic
translocation. However electrophysiological recording in CD3(-/- hippocampal slices reported
an enhanced NMDA-dependent LTP compared to WT mice (Huh et al., 2000). The
conflicting conclusions between the two studies likely result from the difference in
experimental systems (brain hippocampal slices vs cortical neuron culture), and more
importantly, in the paradigm used to induce LTP. Accordingly, LTP elicited by weak tetanic
stimulations of 5 or 10 Hz was abrogated in LIM kinase (LIMK1) deficient mice while a more
robust stimulation induced by high frequency of 50 or 100 Hz was shown to have the
opposite effect in LIMK1 knockout mice which then exhibited enhanced LTP (Meng et al.,
2002). We induced NMDAR-dependent LTP in cortical neurons by a Gly-induced protocol
that requires spontaneous release of glutamate from opposing terminals to specifically
activate postsynaptic NMDARs, which is thought to mimic standard weak LTP protocol (Lu et
al., 2001; Kopec et al., 2006; Fortin et al., 2010). In contrast, Huh et al. used a strong high

frequency stimulation (4x100Hz) to induce LTP (Huh et al., 2000). Similarly to LIMK1, the
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lack of CD3{ might differentially affect the propensity to develop LTP depending on the
paradigm used to induce LTP.

The lack of CD3( in GluN2A-containing protein complex affects GIuUN2A in two ways: first, its
synaptic localization, as demonstrated in vivo by immunoblot of synaptosome-enriched
fraction from CD3(-/- mice brain and in vitro by GIUN2A immunofluorescence of cortical
neuron cultures; second, and its association with PSD95 as demonstrated by
coimmunoprecipitation experiments. Given the key involvement of PSD95 in the expression
and stabilization of GIUN2A at synapses (Kornau et al.,, 1995; Sprengel et al., 1998;
Steigerwald et al., 2000), the role of CD3( in regulating synaptic GIUN2A might be mediated
through its regulation of GIUN2A-PSD95 interaction. However about 50% reduction of
synaptic GIUN2A was observed in CD3(-/- mice, in contrast to the total loss of GIUN2A-
PSD95 association in CD3(-/- mice brain. This discordance suggests that the synaptic
localization of GIuN2A also relies on mechanisms independent of a GIuN2A-PSD95
interaction, consistent with previous studies showing significant functional role of other
MAGUKSs, such as SAP97 and SAP102, and additional GIuN2 binding partners, such as
alpha-actinin, in the synaptic localization of NMDARs (Wyszynski et al., 1997; Dunah et al.,
2000). Our data showed that the decrease in synaptic GIUN2A in CD3{-/- neurons is
associated with a massive reduction of Gly-LTP-induced translocation of CaMKII to dendritic
spine and CaMKIl autophosphorylation at threonine-286. It is now well established that
CaMKIl autophosphorylation is a significant downstream event of NMDARSs activation leading
to the increase of AMPAR-mediated transmission during plasticity, and we show now that
CD3( is required in this process. The maintenance of CaMKIl at postsynaptic sites for
prolonged period of time and persistence into an active state critically depends on CaMKII
binding to the GIUN2 subunit of NMDARs (Lisman et al.,, 2012). Accordingly, we found a
defect in CaMKII interaction with GIuN2 in CD3(-/- mice brain as reflected by lower co-IP of
CaMKII with GIuUN2A as well as GIuN2B in CD3{-/- mice. CD3{ has three immunoreceptor

tyrosine-based activation motifs (ITAM) in its intracellular domain, which serve as docking
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site for several kinases, enabling the formation of TCR-signaling protein complex during T
cell activation (Pitcher and van Oers, 2003). By analogy with T cells, neuronal CD3{ might
contribute to the stabilization of CaMKI| in the close proximity of NMDARs at synaptic sites
through an ITAM-mediated docking activity.

To address the consequences of CD3(-mediated signaling cascade in CaMKII-dependent
synaptic plasticity, we focused our studies on two main CaMKIl-dependent signaling
processes leading to the potentiation of AMPA receptor function. One process is the
phosphorylation at S831 of the GluA1 subunit of the AMPAR resulting in an increase of the
channel conductance (Derkach et al., 1999; Patterson et al., 2010; Lisman et al., 2012). The
second process involves an increase in the number of AMPARSs at synapse (Shi et al., 1999).
Extrasynaptic mobile AMPARSs are trapped through the CaMKIIl-mediated phosphorylation of
the auxiliary subunit stargazin and its binding to PDZ domain scaffolds, such as PSD95
(Tomita et al., 2005; Bats et al., 2007; Opazo et al., 2010). We found that the lack of CD3{
had no effect on the phosphorylation of GluA1 at S831 but inhibited the activity-induced
synaptic recruitment of GluA1. This finding is consistent with previous studies demonstrating
that the capture of AMPARSs at synapse through a CaMKIll-mediated signaling is independent
of AMPARSs phosphorylation at S831 (Opazo et al., 2010). Thus CD3( is required for the
activity-driven enhancement of AMPARs at synapse. The exact mechanism by which CD3(
selectively supports the synaptic recruitment of GluA1 remains to be determined. The
cytoplasmic domain of CD3( contains a stretch of basic amino acid residues shown to bind
with high affinity to phosphoinositides, including the phosphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphate (PIP3). This CD3Z-phosphoinositide interaction is required in T cells for the
stable accumulation of TCR-CD3 complex at the immunological synapse (DeFord-Watts et
al., 2011). PIP3 plays a critical role in the maintenance and in the CaMKIl-induced increase
of AMPARSs at synaptic membrane (Arendt et al., 2010). PIP3 seems to act at a very local
scale, by ensuring PSD-95-mediated clustering of AMPARSs at the postsynaptic membrane

and, therefore, preventing receptor dispersion into the neighboring extrasynaptic membrane
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of the spine. It is possible that CD3( contributes to the activity-induced synaptic recruitment

of AMPARSs by linking PIP3 with AMPAR-stargazin complex through PSD95.
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period. Data are mean + SEM (n=4-6) * p<0.05 by Two-way ANOVA with Bonferroni post-

hoc test.

Figure 2. Impaired spatial memory of CD3(-/- mice is independent of T-cell deficiency.

A, Analysis of T cell population in CD3(+/+ and CD3(-/- mice before (naive) and after
(grafted) BMT at days 14, 42 and 56. Representative flow-cytometry dot plots of peripheral
mononuclear cells stained for CD3e (T cell marker) and CD45.2 (recipient cell marker).
Number in the corner of each quadrant corresponds to the percentage of the corresponding
cell population. B,C, Percentage of T cells quantified with the T cell markers CD3e (B) and
TCRp (C) in peripheral blood cells from 12-week-old CD3{+/+ and CD3{-/- mice (n= 7-10).
Data are mean + SEM. * p< 0.05 by Kruskall-Wallis with Dunn’s Multiple comparison tests.
Comparisons were made with naive CD3(+/+ group. D, Memory performance of grafted
CD3C+/+ and CD3(-/- mice in the Barnes maze task analyzed 42 days after BMT. Probe
trials were performed at Day 5 of the test, after four days of training. Spatial memory was
assessed by measuring the number of visits into the target hole and the two adjacent holes.
Naive and grafted CD3C(-/- mice failed to show a preference for the target hole. Data are
mean = SEM (n=8-11). *** p<0.001 **p<0.01 by Two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc

tests.

Figure 3. CD3( localizes to glutamatergic postsynaptic sites.

A, Cortical cultures of CD3{+/+ neurons were fixed at 15 DIV and immunolabeled for CD3(
(red) and the glutamatergic postsynaptic marker PSD95 (green). CD3{ clusters were
distributed along dendritic processes and mainly colocalized with PSD95 clusters as shown
at higher magnification of the boxed region. B, Double labeling of CD3{ with GABAergic
synaptic marker GAD shows no overlap between CD3{ and GAD clusters. C, Cultures of
CD3C-/- cortical neurons show an absence of CD3( staining. D, Representation of 3D

confocal microscopy reconstruction from cultured neurons immunolabeled for CD3{ (green)
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and the glutamatergic postsynaptic marker GIuN1 (red) or the presynaptic marker SV2 (red).
E, Western blot analysis of brain homogenate, synaptosome and synaptic membrane
prepared from adult rat brain. For each sample, 20-40ug of proteins were loaded on a 10%
SDS-PAGE under non-reductive condition and immunoblotted with antibodies against CD3(,

PSD95 and GAPDH. Scale bars, 10 pm.

Figure 4. CD3{ is required for the synaptic localization of GIuN2A and GluN2A-PSD95
interaction.

A, The number of GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GluA1 and PSD95 clusters per length of dendrite
was measured in 15 DIV CD3{+/+ and CD3C(-/- cultured cortical neurons immunostained for
each protein (n=3-4). B, Levels of synaptic GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GluA1 and PSD95
clusters in 15 DIV CD3(+/+ and CD3(-/- cultured cortical neurons immunostained by double
labeling of each postsynaptic protein with the presynaptic protein synapsin |. Data are mean
+ SEM (n= 3-4) *** p<0.01, Mann-Whitney test. C, Representative images of 15 DIV cultured
cortical neurons from CD3({+/+ and CD3{-/- mice double-labeled with GIuN2a and Synapsin
|. Scale bar, 10pm. D, Western blot analysis of NMDAR subunits in total membrane fraction
and synaptosome-enriched fraction from CD3(+/+ and CD3{-/- mice brain. E, Quantification
of the expression of NMDAR subunits in the total membrane fraction and synaptosome-
enriched fraction of CD3( +/+ and CD3( -/- mice brain normalized to GAPDH. Data are mean
+ SEM (n=4 for each group) **p<0.01, Mann-Whitney test. F, GIUN2A, but not GIuA1, is
coimmunoprecipitated with CD3{ from CD3{+/+ mice brain lysate. Mice brain membrane
homogenates solubilized in 1% Triton X-100 were immunoprecipitated with CD3( antibody.
The immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE and probed with GIuN2A or GIuA1
antibodies. GIUN2A is not detected in protein complex immunoprecipitated from CD3{-/- mice
brain lysate. Input lanes contain 5% of extract used for IP. G, Disruption of GIuN2A-PSD95

interaction in CD3(-/- mice. CD3({+/+ and CD3(-/- mice brain membrane homogenates
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Projet 2 : La voie de co-stimulation CTLA4/CD80-CD86 dans
le SNC

Résultats : Action neurotrophique de CTLA4-Ig par activation du récepteur CD86 microglial
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Résultats : Action neurotrophique de CTLA4-Ig par activation

du récepteur CD86 microglial

INTRODUCTION

Le signal fourni par le TCR n’est pas suffisant pour 1’activation compléte du lymphocyte T. Un
signal de co-stimulation est nécessaire afin de dépasser I’état d’anergie des lymphocytes T et induire
leur prolifération et la sécrétion de cytokines (Greenwald et al., 2005). Un grand nombre de voies de
co-stimulation a été décrit dans les lymphocytes T mais la voie la plus caractérisée est la voie
CD28/CD80-CD86/CTLA4 (Chen and Flies, 2013). La fixation des récepteurs CD80-CD86 exprimés
par les CPA sur le CD28, porté par les lymphocytes T, va fournir un signal d’activation a ces derniers
alors que la liaison au CTLA4 va inhiber 1’activation des lymphocytes T (Chen and Flies, 2013).
L’interaction entre CTLA4 et CD80-CD86 résulte en I’inhibition de 1’activation des lymphocytes T
par deux mécanismes distincts : I’inhibition de la sécrétion d’IL-2 et le blocage de la prolifération dans
les lymphocytes T (Olthoff et al., 1997), et l’induction de la molécule immunosuppressive
indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) dans la CPA (Grohmann et al., 2002; Mellor and Munn, 2004)
(figure 40). Ainsi, la molécule CTLA4-Ig, issue de la fusion entre le CTLA4 et la partie Fc d’une IgG
humaine, est une molécule puissante pour réguler la réponse immunitaire puisqu’elle permet de
bloquer la voie de costimulation CD28/CD80-CD86/CTLA4 et d’induire la production d’IDO par les

CPA (Finger and Bluestone, 2002).

Figure 40 : Mécanismes d'inhibition de l'activation des lymphocytes T par CTLA4-1g. Lors de l’interaction
d’un Iymphocyte T avec une CPA, CD28 fournit un signal activateur alors que CTLA4 fournit un signal
inhibiteur au lymphocyte T. CTLA4-1g, en se fixant sur les récepteurs CD80-CD86 bloque !’activation médiée
par CD28 et induit [’expression de la molécule immunosuppressive IDO par la CPA. Adapté de Chen, 2004.
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Les molécules CD80-CD86 ne sont pas exprimées uniquement par les CPA du systéme
immunitaire mais sont aussi exprimées par les cellules du SNC. En effet, plusieurs études ont montré,
dans certaines conditions inflammatoires pathologiques, I’expression de CD80 et CD86,
majoritairement par la microglie (Bechmann et al., 2001; Bohatschek et al., 2004; Duncan and Miller,
2011), mais aussi par les astrocytes (Zeinstra et al., 2003), les neurones (Liu et al., 2006a) et les
cellules souches neurales (Imitola et al., 2004). Cependant, la fonction de ces récepteurs au sein du

SNC et les effets potentiels de leur activation sur les cellules du cerveau restent inconnus.

La modulation de la réponse immunitaire est particuliérement importante dans le cadre de
I’utilisation de la xénotransplantation comme thérapie pour les maladies neurodégénératives,
notamment pour la maladie de Parkinson. En effet, méme si une récupération fonctionnelle a été
observée lors de la transplantation de neuroblastes porcins dans un modele rongeur de la maladie de
Parkinson (Galpern et al., 1996; Huffaker et al., 1989), les xénogreffes sont rejettées apres 5 a 7
semaines en 1’absence de traitement immunosuppresseur (Barker et al., 2000; Melchior et al., 2002).
Dans le laboratoire, il a été¢ généré un porc transgénique dont les neurones expriment le CTLA4-Ig
humain afin de moduler localement la réponse immunitaire et permettre une immunosuppression
locale et non plus systémique (Martin et al., 2005). Dans une étude préclinique actuellement en cours,
la greffe intracérébrale de neurones porcins transgéniques exprimant CTLA4-Ig induit une meilleure
préservation de la greffe et une amélioration motrice chez des primates modeles de la maladie de
Parkinson par rapport aux animaux greffés avec des neurones normaux (Abstract AJT Rabin et al,
2011). Le CTLA4-Ig libéré localement au niveau de la greffe pourrait diminuer la réponse
immunitaire et permettre ainsi la survie de la greffe. Cependant, étant donné I’expression cérébrale des
molécules cibles de CTLA4-Ig que sont CD80 et CD86, CTLA4-Ig pourrait également agir
directement sur les cellules du cerveau, et participer, au moins en partie, aux effets bénéfiques

observés chez le primate.

Pour mieux comprendre I’action de CTLA4-Ig au niveau cérébral, nous avons utilisé un modele de
greffe de neurones exprimant CTLA4-Ig dans le cerveau de rat. Dans un premier temps, nous avons

analysé D’effet de I’expression locale de CTLA4-Ig sur les cellules du cerveau, notamment les
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neurones et la microglie. Dans un second temps, nous avons caractérisé, in vitro, I’effet du CTLA4-Ig
sur la morphologie de la microglie et sur I’expression de molécules inflammatoires et neurotrophiques.
Ces études nous ont permis de proposer un role du CTLA4-Ig sur la microglie et d’émettre des
hypothéses quant aux conséquences de 1’activation des récepteurs CD86 microgliaux sur les cellules

du cerveau.
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MATERIELS ET METHODES

Animaux : Les rats SPD et LEWIS 1.A proviennent de la société Janvier. Ils sont maintenus en
quarantaine durant une semaine avant leur utilisation, dans une salle a température controlée avec un
acces libre a I’eau et la nourriture. Les animaux sont maintenus sous un cycle jour-nuit de 12h. Tous
les protocoles utilisés sont en accord avec les standards francais d’éthiques pour I’utilisation des

animaux de laboratoire (Autorisation #CEEA.2012.43).

Greffe intracérébrale : Les neuroblastes porcins sont issus du mésencéphale ventral d’embryons
de porc a 28 jours de gestation. Les rats LEWIS 1.A adultes sont anesthésiés puis placés dans un cadre
stéréotaxique (Stoelting). Une injection de 4.10° cellules est réalisée unilatéralement dans le striatum

de rat.

Culture Cellulaire : Les cultures mixtes d’astrocytes/microglies sont préparées a partir de cortex
de rats nouveau-nés a P1. Les cortex sont disséqués puis dissociés par un traitement avec de la trypsine
et de la DNAse. Les cellules sont ensuite ensemencées & une densité de 20.10™ cellules/cm? dans un
milieu DMEM (Gibco 31885-023) contenant 10% de sérum de veau feetal et 100ug/ml de
streptomycine. Pour les analyses immunocytochimiques, les cellules sont ensemencées sur des
lamelles en verre de 18mm enrobées de poly-L-lysine & 100pg/ml alors que pour les analyses qPCR,
les cellules sont ensemencées dans des boites de culture de 10cm de diamétre. Le milieu est changé
tous les 3 jours. Les cellules sont maintenues en culture pendant 10-12 jours jusqu’a ce que les

astrocytes soient a confluence et que le rapport astrocytes/microglies soit de 50/5.

Avant traitement, le CTLA4-Ig, molécule de fusion entre la molécule CTLA4 et le fragment Fc
d’une IgG1 humaine, ou le contréle Fc sont agrégés pendant 30 min avec 5.4pg/ml d’anticorps anti-
fragment Fc d’IgG1 humaine. Les cultures mixtes d’astrocytes/microglies sont traitées pendant 24h

avec le CTLA4-Ig ou le fragment Fc selon la concentration mentionnée dans les résultats.

Immunomarquage : Les rats greffés avec des neurones porcins WT ou exprimant le CTLA4-Ig

sont anesthésiés avec du sodium phénobarbital, 28 jours aprés la greffe, puis perfusés en
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intracardiaque avec une solution de PBS froid contenant 4% de paraformaldehyde permettant la
fixation du cerveau. Les cerveaux sont alors récupérés et conservés a 4°C pendant 7 jours dans la
solution de fixation, puis immergés dans des solutions de PBS-Sucrose de concentrations croissantes
(15% de sucrose puis 30% de sucrose). Des coupes coronales de 20pum sont réalisées par cryostat et
déposées sur des lames de microscopie gélatinées. Afin de visualiser la greffe, les peroxydases
endogenes sont inactivées par un traitement de 15 min avec une solution de PBS contenant 0.06%
d’H202 et 50% de méthanol. Les coupes sont ensuite perméabilisées et saturées pendant 40min avec
une solution de PBS contenant 10% de sérum d’ane et 0.1% de Triton-X-100. Afin de visualiser les
neurones porcins, les coupes sont incubées sur la nuit & 4°C avec un anticorps dirigé contre les
neuronfilaments porcins NF70 a Spg/ml (Clone DPS5, Université Paris VII) dilué dans une solution de
PBS contenant 2% de sérum d’ane et 0.1% de Triton-X-100. Apres lavage, les coupes sont incubées
pendant 1h avec un anticorps secondaire biotinylé. Les anticorps fixés sont alors révélés grace au kit
ABC plus DAB Nickel (Vector) puis les lames sont montées avec le milieu de montage Eukitt
(Sigma). Pour les marquages immunofluorescents, I’étape d’inactivation des péroxydases endogenes
n’est pas réalisée et les coupes sont incubées avec des anticorps secondaires couplés a un
fluorochrome (tableau I) puis les lames sont montées avec le milieu de montage ProLong Gold

Antifading (Molecular Probes).

Les cultures mixtes astrocytes/microglies sont fixées pendant 15 minutes a température ambiante
dans une solution de PBS contenant 4% de paraformaldéhyde et 4% de sucrose. Les cellules sont
ensuite perméabilisées pendant 5 minutes a température ambiante avec une solution de PBS contenant
0.25% de Triton-X-100, lavées avec du PBS, puis incubées pendant 30 min a 37°C avec une solution
de PBS contenant 10% de BSA. Les cellules sont ensuite incubées sur la nuit a température ambiante
avec les anticorps primaires dilués dans du PBS contenant 3% de BSA et 0.02% d’azide (Tableau I).
Apres lavage, les cellules sont incubées pendant 45 min a 37°C avec les anticorps secondaires dilués
dans une solution de PBS contenant 3% de BSA et 0.02% d’azide. Les cellules sont ensuite lavées au
PBS puis montées entre lame et lamelle grace au milieu de montage ProLong Gold Antifading avec

DAPI (Molecular Probes).
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Anticorps Primaires

Anticorps Cible Référence/ Origine Concentration Dilution
Clone initiale
Anti-NF70 Neurofilaments 70 kDa MAB5294 Millipore 5mg/ml 1/1000
Anti-CDS80 Récepteur CD80 Clone 3H5 Hybridome 2mg/ml 1/1000
Anti-CD86 Récepteur CD86 Clone 24F Hybridome 2mg/ml 1/1000
Rabbit lonized calcium-binding 10904.1.AP Proteintech 100pg/ml 1/100
anti-lba 1 adaptor molecule 1
Mouse lonized calcium-binding MABN92 Millipore 1mg/ml 1/100
anti-lba 1 adaptor molecule 1
Anti-Ox42 Cd11b-c Clone WT-5 Hybridome 2mg/ml 1/400
Anti-GFAP Glial Fibrillary Acidic 70335 DAKO 1mg/ml 1/500
Protein
Anticorps Secondaires
Anticorps Cible Référence/ Origine Concentration Dilution
Clone initiale
Anti-IgG (H+L) 1gG de lapin 111-035-003 Jackson 0,5mg/ml 1/1000
de Iapin Immunoresearch
biotinylé
Anti-IgG (H+L) IgG de souris 715 095 151 Jackson 1,5mg/ml 1/500
de souris FITC Immunoresearch
Anti-IgG (H+L) IgG de lapin A11011 Molecular 2mg/ml 1/1000
de lapin Alexa Probes

568

Tableau I : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les immunomarquages.

Analyse d’images : Les lames ont été analysées avec un microscope Axioskop 2 plus (Zeiss) et

les images ont été acquises avec un objectif x40 ou x63 grace a une caméra digitale (AxioCam HRC,

Zeiss) associée au logiciel AxioVision Release. La quantification de la longueur des projections

axonales a été réalisée grace au logiciel ImagelJ. Les fibres axonales ont été mesurées a partir du bord

de la greffe. Un total de 20-25 fibres a été mesuré a partir de 3-4 animaux différents par groupe. Pour

la mesure de I’index de morphologie microgliale, le nombre de prolongements et la longueur des

prolongements présentés par la microglie ont ét¢ mesurés grace au logiciel Imagel. L’index de

morphologie microgliale a été obtenu par multiplication du nombre de prolongements par la longueur

moyenne des prolongements de la microglie. Un total de 30-40 cellules a ét¢ analysé a partir de 3-4
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animaux différents par groupe. L analyse des données a été réalisée avec Excel et I’analyse statistique
avec le logiciel GraphPad Prism 5.0. Les données sont représentées en moyenne + SEM. La
comparaison des groupes a été faite grace au test t de student. La quantification de la proportion de
microglies présentant des morphologies condensées, amiboides, uni/bipolaires ou multipolaires a été
réalisée en divisant le nombre de cellules présentant la morphologie par le nombre total de microglies.
Un total de 20-50 champs a été analysé a partir de 3-5 expériences indépendantes. L’analyse des
données a été réalisée avec Excel et 1’analyse statistique avec le logiciel GraphPad Prism 5.0. Les
données sont représentées en moyennes £ SEM. La comparaison des groupes a été faite grace aux tests

ANOVA a 1 (analyse de variance) ou 2 voies suivis d’un post-test de Bonferroni comme indiqué.

Analyse qPCR : Aprés traitement avec le controle Fc ou le CTLA4-Ig pendant 24h, les cultures
mixtes sont incubées pendant 4h a 37°C sous rotation a 250rpm afin de permettre la séparation des
microglies (surnageant) et des astrocytes (adhérentes). Apres centrifugation du surnageant, le culot de
microglies est resuspendu dans 1ml de Trizol et incubé pendant 5 min a RT. Les ARN totaux sont
alors récupérés par extraction au chloroforme suivi d’une précipitation a I’isopropanol. Apres
centrifugation et lavage a 1’éthanol, les ARN sont resuspendus dans de I’eau. Aprés un traitement avec
la Turbo DNAse, 2ug d’ARN est rétro-transcrit avec le systéme de reverse-transcription MMLV
(Invitrogen). La PCR quantitative en temps réelle est réalisée a partir de I’ADNc rétro-transcrit en
utilisant le systeme de détection StepOnePlus (Life Technologies) et le master mix Power Sybr Green
(Applied Biosystems). Les oligonucléotides utilisés sont présentés dans le tableau II. L’HPRT a été
utilis€ comme géne contrdle pour normaliser les variations de la quantit¢ d’ADNc mise en réaction.
L’expression relative a été calculée en utilisant la méthode 2-AACt (Livak et al, 2001). Un total de 4-5
expériences indépendantes a été réalisé pour cette étude. L’analyse des résultats a été effectuée avec
Excel et ’analyse statistique avec le logiciel GraphPad Prism 5.0. Les données sont présentées en

moyennes £ SEM. La comparaison des groupes a été faite grace au test de Kruskal-Wallis.
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Nom Séquence
CD86 For 5'-ACA GCA AAA GAC ACC CAC GG-3'
Rev 5'-CTT GTT TCA TTC TGA GCC TCC TC-3'
CD80 For 5'-GGC ATT GCT GTC CTG TGA TTA C-3'
Rev 5'-GGA GTA GTT GTT AGC GAT GTC GTA-3'
TNFo For 5'-CTT ATC TAC TCC CAG GTT CTC TTC AA-3'
Rev 5'-GAG ACT CCT CCC AGG TAC ATG G-3'
IL-1B For 5'-AGT CAC TCG CAT GGC ATG TG-3'
Rev 5'-ATA TGT CGG GCT GGT TCC AC-3'
CD16 For 5'-GTG AAC CTA GAC CCT GAA TGG G-3'
Rev 5'-CAC TGT CCT TAA CTC TGG CAC T-3'
CD32 For 5'-TGC TCT CAC GGA CTT TGT ACC-3'
Rev 5'-GGA GTA GCA GCC AGT CAG AAA T-3'
iNOS For 5'-GAC CAA ACT GTG TGC CTG GA-3'
Rev 5'-TAC TCT GAG GGC TGA CAC AAG G-3'
Arginasel For 5'-TGA ACC AAC TCT TGG GAA G-3'
Rev 5'-GTG ATG CCC CAG ATG ACT TT-3'
CcD14 For 5'-CAA CAG GCT GGA TAG GAA ACC T-3'
Rev 5'-TGA CTA CGC CAG AGT TAT ACG C-3'
CD23 For 5'-TCC TTC TAT GGC ACT GGG AAA C-3'
Rev 5'-TTG TGA CAT CTG AAG AGC CTG G-3'
TGFB For 5'-CTC AAC ACC TGC ACA GCT CC-3'
Rev 5'-ACG ATC ATG TTG GAC AAC TGC T-3'
BDNF For 5'-GCC CAA GCA AGA AAA CCATAA-3'
Rev 5'-GTT GTG GTT TGT TGC CGT TGC CAA GAA-3'
GDNF For 5'-GCC GCC GAA GAC GAC TCC CTC-3'
Rev 5'-GTG CCG CCG CTT GTT TAT CTG-3'
NGF For 5'-CTC ATC CAC CCA CCC AGT CT-3'
Rev 5'-AGC CTG TTT GTC GTC TGT TGT C-3'

Tableau II : Séquences des oligonucléotides.
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RESULTATS

A- Caractérisation de I'effet in vivo de I’expression de CTLA4-Ig

A-1 Action bénéfique de CTLA4-Ig sur la pousse axonale

Un porc transgénique exprimant la molécule CTLA4-Ig par les neurones a été¢ généré par le
laboratoire dans le but de réaliser des greffes intracérébrales pour le traitement de maladies
neurodégénératives (Martin et al., 2005). Ces animaux transgéniques ont été utilisés pour des
transplantations intracérébrales chez le rat et le primate (Martin et al 2005, Abstract AJT Rabin et al
2011). Les résultats de 1’étude pré-clinique actuellement en cours ont mis en évidence que 1’expression
de CTLA4-Ig par les neurones greffés induisait une meilleure préservation de la greffe et une
amélioration de 1’activité motrice chez des primates traités au MPTP (modéle de la maladie de
Parkinson) par rapport aux animaux greffés avec des neurones WT (Abstract AJT Rabin et al, 2011).
Afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les effets
observés in vivo, nous avons analysé chez le rat les greffes de neurones porcins WT et exprimant le
CTLAA4-Ig. L’analyse a été conduite 28 jours apres la greffe. A ce stade, les précurseurs neuronaux se
sont différenciés en neurones et aucun signe de rejet n’est présent dans le cerveau (Michel et al., 2006;
Michel-Monigadon et al., 2010). Les neurones porcins ont été visualisés par immunohistochimie avec
un anticorps reconnaissant de maniere spécifique les neurofilaments porcin NF70 (neurofilament
70kDa). Alors que la pénétration, dans le parenchyme cérébral, des axones des neurones WT apparait
minimale, les axones des neurones exprimant le CTLA4-Ig présentent des projections plus longues
dans le parenchyme cérébral entourant la greffe (Figure 1 ; longueur des prolongements axonaux hors
de la greffe : 331.4+87.88 pm pour les neurones WT (n=21) ; 568.4+87.77 um pour les neurones
exprimant le CTLA4-Ig (n=25); *p=0.0367 ; Test t de Student). Ces résultats suggérent que le

CTLAA4-Ig, sécrété localement par les neurones, favorise la pousse axonale in vivo.
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Figure 1 : Elongation axonale des neurones porcins greffés dans le striatum de rat. Les cerveaux de rats
greffés avec des neurones WT (A-C) ou des neurones exprimant le CTLA4-Ig (B-D-E) ont été prélevés 28 jours
apres la greffe et les axones ont éte marqués avec [’anticorps NF70 dirigé contre les neurofilaments porcins.(F)
Quantification de la longueur des prolongements axonaux en dehors de la zone de greffe. Les données
représentent les longueurs moyennes des axones = SEM mesurées a partir du bord de la greffe (neurones WT
n=21 ; neurones exprimant le CTLA4-Ig n=25 ; *p=0.0367 ; Test t de Student).

A-2 Expression de récepteurs au CTLA4-Ig dans le cerveau de rat greffé

La molécule de fusion CTLA4-Ig est un ligand des récepteurs de co-stimulation CD80 et
CD86 (Poirier et al., 2011). Dans le SNC, CD80 et CD86 sont principalement exprimés par la
microglie (Bechmann et al., 2001; Bohatschek et al., 2004), mais ont aussi été décrits sur les astrocytes
(Zeinstra et al., 2003), les neurones (Liu et al., 2006b) et les cellules souches neurales (Imitola et al.,
2004) selon les modéles expérimentaux. Afin d’identifier 1’expression et la localisation de CD80 et
CD86 dans le modele de greffe intracérébrale chez le rat, les coupes de cerveaux provenant de rats
greffés avec des neurones WT ou exprimant CTLA4-Ig ont été marquées par immunohistochimie avec
des anticorps contre CD80 et CD86. Dans nos conditions, nous n’avons pas pu mettre en évidence
I’expression de CD80 dans le cerveau des rats greffés suggérant que 1’expression de CD80 n’est pas
induite dans notre modele. L’anticorps anti-CD86 a produit un marquage restreint au site de greffe.

Des doubles marquages pour CD86 avec un marqueur microglial (ionized calcium-binding adapter
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molecule 1 ou Ibal) ou astrocytaire (glial fibrillary acidic protein ou GFAP) ont été réalisés. Le
marquage de la molécule CD86 est uniquement observé au niveau des cellules microgliales localisées
dans la greffe et dans sa périphérie proche (Figure 2 A-B). Les microglies plus éloignées du site de
greffe ou situées du coté contralatéral au site de greffe ne présentent pas de marquage pour CD86
(Figure 2 C). Les astrocytes ne semblent pas présenter de marquage pour CD86, méme au niveau de la
greffe (Figure 2 D). De plus, il ne semble pas y avoir de différences dans la localisation et I’intensité
du marquage entre les greffes réalisées avec des neurones WT et celles réalisées avec des neurones
exprimant CTLA4-Ig (Figure 2 A). Ces résultats suggérent que la microglie est le type cellulaire

principalement ciblé par CTLA4-Ig dans le cerveau.

Figure 2: Expression microgliale de CD86 au niveau de la greffe. Des doubles marquages de CD86 et du
marqueur microgliale Ibal (A-B-C) ou du marqueur astrocytaire GFAP (D) ont été réalisés sur des coupes de
cerveaux de rats greffés avec des neurones WT ou exprimant CTLA4-Ig. Le marquage CD86 est localisé au
niveau des microglies (A-B) situées dans la greffe et sa proche périphérie (A). CD86 n’est pas détecté sur les
microglies en contralatéral de la greffe (C). Les astrocytes sont dépourvus de marquage CD86, méme au niveau

de la greffe (D).
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A-3 Effet du CTLA4-Ig sur la morphologie microgliale

Nous avons étudi¢ I'impact de CTLA4-Ig sur la morphologie de la microglie. En effet, la
morphologie de la microglie varie en fonction de son état d’activation, et représente un facteur
important illustrant la fonction de la microglie (Jonas et al., 2012; Kettenmann et al., 2011; Vinet et
al., 2012) (Figure 3 A). Grace aux marquages immunohistochimiques des microglies par le marqueur
Ibal sur les coupes de cerveaux de rats greffés, nous avons pu constater que la morphologie de la
microglie variait suivant les animaux. La microglie varie d’une morphologie compacte avec peu de
prolongements, généralement assez courts, jusqu’a une morphologie ramifiée présentant de longs
prolongements (Figure 3 B). Afin de quantifier la morphologie de la microglie en prenant en compte le
nombre et la longueur des prolongements, nous avons calculé un index de morphologie microgliale
correspondant au nombre de prolongements multiplié par la longueur des prolongements. Avec ce
calcul, il apparait que I’index de morphologie microglial est augmenté lors d’une greffe avec des
neurones exprimant CTLA4-Ig en comparaison avec la greffe de neurones WT (Figure 3 C ; index de
morphologie microgliale : 29.51+£3.063 pour la greffe de neurones WT (n=28) ; 55.05+£3.794 pour la
greffe de neurones exprimant CTLA4-Ig (n=40); ***p<0.001 ; Test t de Student). Ces résultats

suggerent que CTLA4-Ig induit des modifications de la morphologie microgliale.

Figure 3 : Morphologie des microglies au niveau de la greffe de neurones porcins dans le striatum de rat.
(A) Schéma représentatif de la morphologie de la microglie en fonction de l’activation dans un contexte de
transsection de nerf optique (adapté de Jonas et al, 2012). (B) Représentation des deux types majeurs de
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morphologie identifiés grace au marqueur Ibal. (C) Quantification de l'index de morphologie microgliale
(correspondant au produit du nombre de prolongements et de la longueur des prolongements microgliaux)
obtenu dans les greffes de neurones WT et de neurones exprimant CTLA4-Ig. Les données représentent les
moyennes = SEM. (WT : n=28 ; CTLA4-1g : n=40 ; *** p<0.001 ; Test t de Student).

De plus, nous avons mis en évidence qu’il existait une corrélation entre l’index de
morphologie microgliale et la longueur des prolongements axonaux (Figure 4). En effet, plus la
microglie présente une morphologie ramifiée, correspondant a un index de morphologie élevé, plus la
longueur des axones des neurones greffés est élevée. Ces résultats indiquent que les modifications de

la morphologie microgliale induites par CTLA4-Ig sont corrélées a la longueur des axones.

Figure 4 : Corrélation entre les modifications morphologiques et I’élongation axonale dans le striatum de
rats greffés avec des neurones porcins. (4) Marquage immunofluorescent des microglies (marqueur Ibal vert)
et des neurones greffés (marqueur NF70 rouge) au niveau de la greffe de neurones WT ou exprimant CTLA4-1g.
Les fleches indiquent les prolongements axonaux projetant en dehors de la greffe entourés de microglie de
morphologie ramifiée. (B) Corrélation entre la longueur des prolongements axonaux projetant en dehors de la
greffe et 'index de morphologie microgliale. (n=7 animaux ; régression linéaire R*=0.5339)

B- Etude in vitro de I'effet du CTLA4-Ig sur la microglie
B-1 Expression des récepteurs de CTLA4-Ig par la microglie in vitro
Afin de caractériser plus précisément les effets du CTLA4-Ig sur la microglie, nous avons
réalisé des cultures mixtes d’astrocytes et de microglies a partir de cortex de rats nouveau-nés traitées
directement avec du CTLA4-Ig murin ou son contrdle Fc (correspondant au fragment Fc de 1’IgG
humaine du CTLA4-Ig). Les cellules ont ét¢ maintenues en culture pendant 10-12 jours afin

d’atteindre la confluence des astrocytes et un ratio astrocytes : microglies de 50 : 5. Tout d’abord, nous
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avons examiné 1’expression des récepteurs CD80 et CD86 par PCR quantitative (qPCR) et
immunocytochimie. L’analyse qPCR sur les microglies isolées, aprés décollement par agitation,
montre que la microglie exprime a la fois CD80 et CD86 dans nos conditions de culture (Figure 5 A).
L’analyse du marquage immunocytochimique sur les cultures mixtes astrocytes/microglies montre une
expression exclusivement microgliale de CD80 et CD86. Cependant, le marquage CD80 est d’intensité
plus faible et apparait plus restreint que le marquage CD86 (Figure 5 B), suggérant que 1’expression de
CDS86 serait majoritaire comparée a celle de CD80. Nos résultats montrent donc que les récepteurs

CD86 et CDS80 sont exprimés par la microglie in vitro.

Figure 5: Expression microgliale des récepteurs CD80 et CD86 in Vitro. (4) Quantification de I’expression
relative de I’ARNm de CD80 et CD86 sur des microglies isolées d’une culture mixte. Les données représentent
les moyennes £ SEM (n=5 expériences indépendantes). (B) Double marquage CD80-CD86 (rouge) avec le
marqueur microglial Ox42 (vert) sur des cultures mixtes astrocytes/microglies.

B-2 Effet de ’activation des récepteurs CD80-CD86 microgliaux par CTLA4-Ig sur la

morphologie microgliale

Apres avoir caractérisé 1’expression des récepteurs de CTLA4-Ig sur la microglie dans notre
modele de culture, nous avons analysé I’effet du CTLA4-Ig sur la morphologie microgliale. Nous
avons observé qu’un traitement pendant 24h avec 2pg/ml de CTLA4-Ig induisait des modifications
majeures de la morphologie microgliale. Afin de quantifier cet effet, nous avons classé la morphologie

des microglies en 4 catégories suivant des critéres préalablement publiés dans d’autres études (Jonas et
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al., 2012; Kettenmann et al., 2011; Szabo and Gulya, 2013). (i) La morphologie condensée correspond
a une microglie de petite taille, ronde et ne présentant aucun prolongement. Cette morphologie
correspondrait a un état activé de la microglie. (ii)) La morphologie amiboide se rapporte a des
microglies de grandes tailles avec un large cytoplasme. Elles sont de formes irréguli¢res et ne
présentent pas de prolongements bien définis. Cet état de la microglie est associé a une activation plus
importante de la microglie que I’état condensé, a la sécrétion de molécules inflammatoires et a une
activité phagocytaire (Kettenmann et al., 2011; Otani et al., 2011; Szabo and Gulya, 2013). Enfin, la
derniére morphologie correspond aux microglies ramifiées avec (iii) un a deux prolongements
(uni/bipolaires) ou (iiii) plus de deux prolongements (multipolaires). Cette morphologie microgliale
semble apparentée a un phénotype plus anti-inflammatoire ou a un état dé-activé de la microglie
(Figure 6 A). Apres 24h de traitement des cultures mixtes d’astrocytes et microglies par 2pg/ml de la
molécule contrdle Fc ou de CTLA4-Ig, les cellules ont été fixées et la morphologie microgliale a été
analysée aprés immunomarquage avec un anticorps contre la protéine microgliale Ibal. La proportion
de chacune des catégories de morphologie a alors été quantifiée. Les traitements Fc et CTLA4-Ig
induisent de maniére similaire une augmentation de la proportion de microglies amiboides (Figure 6
B; % de microglies amiboides: sans traitement= 20.9+2.6% ; Fc=42.42+5.7% ; CTLA4-
1g=39.31+4.2% ; n=28-30 ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; ANOVA 2 voies avec post-test de Bonferroni).
L’induction de ces effets a la fois par le traitement controle Fc et le traitement CTLA-Ig suggere qu’ils
sont induits par la partie Fc, commune aux deux traitements. Cependant, par rapport au traitement Fc,
CTLAA4-Ig induit une augmentation de la proportion de microglies multipolaires (Figure 6 B ; % de
microglies multipolaires : Fc=7.18+2.9% ; CTLA4-1g=26.5+4.0% ; n=28-30 ; **p<0.01 ; ANOVA 2
voies avec post-test de Bonferroni). Nos résultats in vitro semblent indiquer que CTLA4-Ig induit une

modification morphologique de la microglie vers un profil ramifié.
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Figure 6 : Modifications morphologiques de la microglie induite par CTLA4-Ig. (4) Représentation des
quatre catégories de morphologie observées dans notre modéle de culture mixte astrocytes/microglies apres
marquage avec un anticorps anti-Ibal. (B) Quantification de la proportion de microglies présentant une
morphologie condensée, amiboide, uni/bipolaire ou multipolaire en fonction du traitement avec le contréle Fc
ou CTLA4-Ig. Les données sont représentées en moyenne = SEM (n=28-30 a partir de 3 expériences
indépendantes ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; ANOVA 2 voies avec post-test de Bonferroni)

Etant donné que les récepteurs CD80 et CD86 ont tous deux été détectés sur la microglie en
culture, nous avons recherché si ces deux récepteurs étaient impliqués dans les changements
morphologiques induits par CTLA4-Ig. Pour cela, nous avons utilis¢ des anticorps bloquants
spécifiques de CD80 et CD86. Les cultures mixtes astrocytes/microglies ont été traitées par la
molécule contréle Fc ou CTLA4-Ig en présence de ’anticorps 3HS, bloquant CD80, ou de 1’anticorps
24F, bloquant CD86 (Maeda et al, 1997) et la proportion de microglies multipolaires a été quantifiée.
Alors que I’ajout d’un anticorps contréle (IgG1) ou de I’anticorps 3HS préserve 1’effet de CTLA4-Ig
sur la morphologie multipolaire de la microglie (% de microglies multipolaires : Fc=5.64+1.80% ;
CTLA-Ig=16.86+£2.98%  **p<0.01;  CTLA4-Ig+lgG1=16.26£3.40%  *p<0.05; CTLA4-
Ig+3H5=15.58+1.85% *p<0.05; n=20-28 ; Analyse de variance avec post-test de Bonferonni),

I’addition de D’anticorps 24F, bloquant CDS86, inhibe I’action de CTLA4-Ig (% de microglies
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multipolaires : Fc=5.64+1.80% ; CTLA4-Ig+24F=10.77£1.71% ; n=20-28 ; p>0.05). Les expériences
contrdles réalisées sur les cellules traitées seulement avec les anticorps IgG1, 3HS ou 24F ne montrent
aucun effet significatif par rapport aux cellules traitées avec le fragment Fc (% de microglies
multipolaires : Fc=5.64+1.80% ; 3H5=8.77+2.12% ; 24F= 7.26+£2.05% ; 1gG1=5.5142.02% ; n=20-
28 ; p>0.05).Nos résultats semblent indiquer que la modification de morphologie induite par CTLA4-

Ig soit médiée par CD86.
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Figure 6 : Médiation de D’effet de CTLA-Ig par les récepteurs CD86. Quantification de la proportion de
microglies multipolaires parmi des microglies traitées par CTLA4-Ig associé ou non avec un anticorps bloquant
CD80 ou CD86 ou un anticorps contréle IgG1. Les données sont représentées en moyennes = SEM (n=20-28 a
partir de 3 expériences indépendantes ; **p<0.01; *p<0.05,; Analyse de variance avec post-test de
Bonferroni).

Afin de caractériser les effets de CTLA4-Ig sur la morphologie microgliale, des expériences
de dose-réponse et de cinétique ont été réalisées. Les cultures astrocytes/microglies ont été traitées
avec des concentrations croissantes de 0.2 a Sug/ml de la molécule contrdle Fc et de CTLA4-Ig, et la
proportion de microglies multipolaires a ét¢ quantifiée aprés 24h de traitement. Nous avons observé
que seuls les traitements avec 2 et Sug/ml de CTLA4-Ig étaient capables d’induire une augmentation
significative de la proportion de microglies multipolaires en comparaison avec le traitement Fc (Figure
7 ; % de microglies multipolaires : Fc a 2pg/ml=10.45+1.85% ; CTLA4-Ig a 2ug/ml=22.88+2.76% ;

n=20-50 ; ***p<0.001 ; Fc a Sug/ml=13.44+2.77% ; CTLA4-Ig a 5pug/ml=31.42+3.98% ; n=20-50;
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**p<0.01 ; ANOVA 2 voies avec post-test de Bonferroni). De plus, la proportion de microglies
multipolaires semble augmenter avec des concentrations croissantes de CTLA4-Ig (Figure 7). La
concentration de 5Spg/ml de CTLA4lg produisant D’effet le plus important sur la morphologie

microgliale, cette concentration a été choisie pour le reste de 1’étude.
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Figure 7 : Effet dose-réponse du CTLA4-Ig. Quantification du pourcentage de microglies multipolaires en
fonction de la concentration du controle Fc et du CTLA4-1g. Les données sont représentées en moyennes £ SEM
(n=20-50 a partir de 3 a 5 expériences indépendantes ; **p<0.01 ; ***p<0.001 ; ANOVA 2 voies avec post-test
de Bonferroni).

La cinétique d’action du CTLA4-Ig a 5ug/ml sur la morphologie microgliale a été étudiée en
analysant la proportion de microglies multipolaires apreés 6h, 12h, 24h et 48h de traitement. L analyse
montre que CTLA4-Ig induit une augmentation significative de la proportion de microglies
multipolaires uniquement aprés 24h de traitement (Figure 8 : % de microglies multipolaires a 24h :
Fc= 10.045+1.92% ; CTLA4-1g=17.7£2.60% ; n=30; ***p<0.001 ; ANOVA 2 voies avec post-test

de Bonferroni).

Ainsi, nous avons mis en évidence que CTLA4-Ig induit des modifications de la
morphologie microgliale dépendantes de la concentration et du temps de traitement. De ces
expériences, les conditions de traitement choisies pour la suite de 1’étude sont une

concentration de 5 pg/ml durant 24h.
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Figure 8 : Cinétique d’action de CTLA4-Ig. Quantification de la proportion de microglies multipolaires en
fonction du temps de traitement avec le controle Fc et CTLA4-Ig. Les données sont représentées en moyennes +
SEM (n=30 a partir de 3 expériences indépendantes ; ***p<0.001 ; ANOVA 2 voies avec post-test de
Bonferroni).

B-3 Effet du CTLA4-Ig sur le profil inflammatoire de la microglie

Plusieurs études ont mis en évidence 1’existence d’une corrélation entre la morphologie de la
microglie et son état d’activation (Jonas et al., 2012). De plus, des études récentes suggérent que la
microglie, de maniére analogue a ce qui a été décrit pour les macrophages, pourraie adopter un profil
pro-inflammatoire (M1) ou anti-inflammatoire (M2) suivant les stimuli qu’elle regoit (Kigerl et al.,
2009; Michelucci et al., 2009; Mosser and Edwards, 2008). Afin d’étudier I’action du CTLA4-Ig sur le
profil inflammatoire de la microglie, des analyses par qPCR de 1’expression de molécules pro-
inflammatoires ou associé¢es avec un profil M1 (CD16/CD32/IL-1B/iNOS et TNFa) et de molécules
anti-inflammatoires ou associées avec un profil M2 (arginase 1/CD14/CD23 et TGFP) ont été
réalisées. Aprés 24h de traitement de cultures mixtes astrocytes/microglies avec Spg/ml du fragment
Fc ou du CTLA4-Ig, les microglies ont été isolées par décollement et I’expression relative de la
quantité¢ d’ARNm des molécules citées ci-dessus a été quantifiée par qPCR. Dans nos conditions, nous
n’avons pas pu mettre en évidence d’expression par la microglie d’iNOS ou du CD23. En comparaison
avec le traitement controle Fc, le CTLA4-Ig ne semble pas induire de modification d’expression de
I’ARNm pour les molécules CD16, CD32, IL-1B, TNFa, CD14 et TGFf (Figure 9). Par contre, le
traitement CTLA4-Ig induit une augmentation significative de I’ARNm pour I’arginase 1 en

comparaison avec le controle Fc (Figure 9 ; 2-AACt de 1’arginase 1 : Fc=0.02004+0.02004 ; CTLA4-
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1g=0.7032+0.1287 ; n=4 ; *p<0.05; test de Kruskal-Wallis). Nos résultats semblent indiquer que

CTLAA4-Ig induit ’expression de I’ARNm de la molécule anti-inflammatoire arginase 1.

Figure 9 : Analyse qPCR de ’effet du CTLA4-Ig sur ’expression de molécules pro et anti-inflammatoires.
Quantification de [’expression relative des ARNm codant pour les molécules pro-inflammatoires TNF o, IL-1p,
CD16 et CD32 et pour les molécules anti-inflammatoires arginase 1, TGF[ et CD14 en fonction du traitement
avec le fragment Fc ou CTLA4-Ig. Les données sont représentées en moyennes £ SEM (n=4-5 ; *p<0.05 ; Test
de Kruskall Wallis).

B-4 Effet du CTLA4-Ig sur ’expression de facteurs neurotrophiques par la microglie

En plus de ses capacités de sécrétion de molécules liées a 1’inflammation, la microglie peut
également sécréter des facteurs neurotrophiques (Bessis et al., 2007; Trang et al., 2011; Wang et al.,
2013). Par des analyses de qPCR sur des microglies isolées a partir de cultures mixtes
astrocytes/microglies apres 24h de traitement avec le fragment Fc ou CTLA4-Ig, nous avons étudié
I’impact de CTLA4-Ig sur I’expression des facteurs neurotrophiques NGF, GDNF et BDNF. Dans nos
conditions de culture, nous n’avons pas pu mettre en évidence I’expression de GDNF par la microglie
isolée. L’analyse de I’expression de 'ARNm du NGF montre que CTLA4-Ig n’induit pas de
modification de son expression (Figure 10 ; 2-AACt pour le NGF : Fc=0.5459+0.3360 ; CTLA4-Ig=
0.7693+0.5564 ; p>0.05). En revanche, nous observons une augmentation significative de 1’expression

de I’ARNm du BDNF suite au traitement CTLA4-Ig en comparaison avec le fragment Fc (Figure 10 ;
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2-AACt pour le BDNF : Fc=0.0039+0.0039 ; CTLA4-1g=0.04714£0.0177 ; *p<0.05 ; Test de Kruskal-
Wallis). Nos résultats indiquent que CTLA4-Ig induit ’expression de I’ARNm du facteur

neurotrophique BDNF dans la microglie.

Figure 10 : Analyse qPCR de D’effet du CTLA4-Ig sur DI’expression de facteurs neurotrophiques.
Quantification de [’expression relative de I’ARNm codant pour les facteurs neurotrophiques NGF et BDNF en
fonction du traitement avec le controle Fc ou CTLA4-Ig. Les données sont représentées en moyenne = SEM
(m=4-5 ; *p<0.05 ; Test de Kruskal-Wallis).
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DISCUSSION

Nous avons montré in vivo dans un modele de greffe intracérébrale que les neurones greffés
exprimant CTLA4-Ig induisaient une modification de la morphologie microgliale vers un profil
ramifié et que cet effet était corrélé avec une augmentation de la longueur des axones des neurones
greffés. Sur des cultures mixtes d’astrocytes et de microglies, nous avons confirmé 1’effet du CTLA4-
Ig sur la morphologie microgliale médi¢ par le récepteur de co-stimulation CD86, et montré
I’induction de I’expression de BDNF et de I’arginase 1 par la microglie traitée directement avec du
CTLAA4-Ig. Nos résultats suggerent que CTLA4-Ig, en agissant sur les récepteurs CD86 microgliaux,
favorise la survie et/ou le développement des neurones via la sécrétion par la microglie de facteurs

neurotrophiques et anti-inflammatoires (figure 41).

Figure 41 : Schéma bilan de I’action du CTLA4-Ig sur la microglie. L activation des récepteurs CD86
microgliaux par le CTLA4-Ig induit une augmentation de la ramification des microglies. Ces modifications
morphologiques de la microglie sont associées a une augmentation de [’expression de BDNF et d’arginase 1.
Ces molécules pourraient étre a l’origine de ’augmentation de la longueur des axones observées in vivo en
agissant directement sur le développement de I’axone mais aussi en modulant la survie des neurones greffés.
Une troisieme hypothése est que les modifications microgliales induites par CTLA4-Ig pourraient influer sur
lexpression gliale de molécules inhibitrices de la pousse axonale, telles que les protéoglycanes sulfatés (CSPG).

Expression et localisation de CD80-CD86

In vivo, nous avons montré une expression microgliale de CD86, restreinte au site de greffe,

sans détecter d’expression de CD80. Ces résultats sont en accord avec de précédentes études qui ont
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montré une expression microgliale de CD86, sans expression de CD80, dans un modéle de 1ésion du
cortex enthorinal (Bechmann et al., 2001) mais aussi dans des modéles de 1ésion du nerf facial et du
nerf lombaire L5 (Bohatschek et al., 2004; Rutkowski et al., 2004). Cependant, dans des mode¢les sans
lésion aigué, tels que les modeles tumoraux de glioblastomes ou autoimmuns de sclérose en plaques,
une expression astrocytaire et microgliale des deux récepteurs CD80 et CD86 a été rapportée (Duncan
and Miller, 2011; Zeinstra et al., 2003). Il semble donc que I’expression de CD80-CD86 par
I’astrocyte et/ou la microglie soit différente suivant le modéle utilisé, et notamment selon qu’il y ait
des Iésions aigués ou non. Dans notre mod¢le, la greffe, quoique réalisée chez des animaux sains,
entraine des lésions des prolongements des neurones striataux. On peut émettre 1’hypothése que les
Iésions au niveau des systémes nerveux central et périphérique induiraient préférentiellement une

expression microgliale de CD86 et pas de CD80.

Nos résultats montrent que I’expression de CDS86 est restreinte au site de greffe et est absente
au niveau contralatéral. Ces résultats sont en accord avec d’autres études qui montrent 1’absence
d’expression de CD86 dans le cerveau sain, mais uniquement au niveau de 1ésion (Bohatschek et al.,
2004; Cross and Ku, 2000). Cela suggére que 1’expression de CD86 par la microglie serait induite par

une inflammation locale.

Ligands endogénes des récepteurs CD86

Nos résultats montrent une expression préférentielle de CD86 par la microglie in vivo et in
vitro. De plus, nous avons montré que CTLA4-Ig n’induisait pas de ramification de la microglie en
présence d’anticorps bloquants le récepteur CD86. Ces résultats suggerent que les récepteurs CD86
microgliaux sont fonctionnels. Cette expression fonctionnelle de CD86 par la microglie nous interroge
sur la présence d’un ligand endogéne de CD86 dans le SNC. Dans le SI, les principaux ligands de
CD86 sont les molécules CTLA4 et CD28 (Chen and Flies, 2013). Des analyses d’immunomarquage
et de PCR quantitative sur des extraits de cerveaux de rats et de microglies en culture ne nous ont pas
permis de mettre en évidence 1’expression ni de CTLA4 ni de CD28 par la microglie ou 1’astrocyte.

De plus, il n’est pas fait mention dans la littérature de ’expression de CTLA4 ou de CD28 par les
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cellules du cerveau. CTLA4 et CD28 n’apparaissent donc pas comme de bons candidats comme
ligands endogeénes de CD86 dans le cerveau. B7-H1 (ou PD-L1 (programmed cell-death ligand 1)) est
une molécule appartenant a une autre voie de co-stimulation du lymphocyte T qui a été décrite comme
étant exprimée par la microglie et les neurones. Elle semble importante, en conditions physiologiques,
pour I’¢limination des cellules ganglionnaires de la rétine pendant le développement mais aussi pour
inhiber I’activation des lymphocytes T en conditions pathologiques (Magnus et al., 2005; Sham et al.,
2012). Cependant, il a été montré, dans le SI, que PD-L1 interagissait avec CD80 mais pas avec CD86
(Butte et al., 2007, 2008). Ainsi, bien qu’exprimé au sein du SNC, PD-L1 ne semble pas étre un ligand
endogene de CD86. Aucun des ligands connus de CD86 ne semble étre exprimé dans le SNC. La
recherche de ce potentiel ligand endogéne permettrait d’apporter de nouvelles hypothéses quant au
role de CD86 dans le SNC, mais permettrait aussi de mettre en évidence un nouvel interactant

potentiel de CD86 dans le SI.

Dans des conditions pathologiques particuliéres induisant une infiltration de lymphocytes T,
les ligands de CD86, CTLA4 et CD28 sont alors « importés » dans le SNC par les lymphocytes T
infiltrants. Une hypothése est que 1I’expression de CD86 par la microglie lui confére des capacités de
modulation de ’activation des lymphocytes T. En effet, ’activation des lymphocytes T nécessite, en
plus de la reconnaissance d’un complexe CMH/peptide, un signal de co-stimulation délivré par la CPA
(Chen and Flies, 2013). L’expression de CD86 par la microglie lui permet ainsi de délivrer un signal
de co-stimulation aux lymphocytes T infiltrants en interagissant avec les molécules CD28 et CTLA4
exprimées par les lymphocytes T. La microglie a été¢ décrite comme étant la CPA majeure du cerveau
lui conférant un role important dans la modulation de la réponse immunitaire dans les modeles
rongeurs de sclérose en plaques mais aussi dans un modéle de 1ésion du nerf facial (Almolda et al.,
2011; Byram et al., 2004). On peut émettre I’hypothése que I’expression de CD86 par la microglie en
conditions inflammatoires pourrait jouer un role dans la modulation de la réponse immunitaire locale

par son interaction avec les molécules CD28 et CTLA4 lymphocytaires.

195



Résultats : Résultats CTLA4/CD86

Fonctions cérébrales médiées par ’activation de CD86

In vivo, nos résultats montrent que I’expression locale de CTLA4-Ig induit une modification
de la morphologie microgliale corrélée a une augmentation de la longueur des prolongements
axonaux. Ces résultats suggerent un rdle fonctionnel de la molécule CTLA4-Ig sur la morphologie des
cellules du cerveau. Cependant, les effets observés in vivo pourraient étre dus a la partie Ig de la
molécule. La greffe de neurones exprimant le fragment Ig de la molécule CTLA4-Ig permettrait de
mettre en évidence les effets spécifiques de la partie CTLA4. Cependant, nous avons montré in vitro
que la partie CTLA4 induisait spécifiquement une transition morphologique de la microglie d’un
profil amiboide vers un profil multipolaire, suggérant un effet spécifique de la partie CTLA4 sur les

modifications morphologiques de la microglie in vivo.

In vitro, nos résultats indiquent que CTLA4-Ig engendre 1’expression microgliale de 1’arginase
1 ainsi que des modifications de la morphologie microgliale vers un profil multipolaire. Ces
caractéristiques correspondent a un profil microglial de type M2. En effet, comme il a été décrit pour
les macrophages périphériques, la microglie est capable d’adopter un profil différent, défini par M1 ou
M2, suivant le stimulus d’activation qu’elle regoit (Chhor et al., 2013; Kigerl et al., 2009; Mosser and
Edwards, 2008). Le profil M1, obtenus in vitro par stimulation au LPS, est caractérisé par 1’expression
de molécules cytotoxiques et pro-inflammatoires (TNFa, iNOS, IL-13, IL-6, IFNy) et par une
morphologie amiboide (Boche et al., 2013; Colton, 2009; Klintworth et al., 2009). Le profil M2,
obtenus in vitro par stimulation avec 1’IL-4, est caractérisé par I’expression de molécules anti-
inflammatoires, immunorégulatrices et neuroprotectrices (TGFpP, IL-10, CD206, IL-4, arginase 1)
(Chhor et al., 2013). Ces microglies de type M2 présentent une morphologie ramifiée (Zhou et al.,
2012). L’expression d’arginase 1 et la transition vers un profil ramifi¢ de la microglie induites par
CTLAA4-Ig suggerent qu’il pourrait favoriser le profil anti-inflammatoire M2 de la microglie. Il serait
intéressant d’examiner 1’expression de CD206 et de I’[L-10 aprés traitement des microglies avec

CTLAA4-Ig afin de confirmer I’hypothése d’induction d’un profil M2 par CTLA4-Ig.
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Nos résultats in vivo montrent que les axones des neurones greffés restent confinés au niveau
du site de la greffe avec une pénétration trés limitée dans le parenchyme. Cependant, dans le cas des
neurones exprimant CTLA4-Ig, les projections axonales dans le parenchyme cérébral en dehors du site
de greffe sont plus importantes que pour les neurones WT. Une hypothése est que le
microenvironnement entourant la greffe soit plus permissif a la pousse axonale en présence de
CTLAA4-Ig. En effet, des molécules inhibitrices de la pousse axonale, telles que les protéoglycanes
sulfatés (CSPQG), peuvent étre fortement exprimées par les astrocytes dans un contexte de lésion
cérébrale (Giger et al., 2010; Sharma et al., 2012). Une possibilité est que CTLA4-Ig, via la microglie,

régule la production de CSPG par [’astrocyte.

In vivo, nous avons montré que la sécrétion locale de CTLA4-Ig induit une augmentation de la
longueur des prolongements axonaux corrélée a une augmentation de l’index de morphologie
microgliale vers un profil ramifié. /n vitro, nous avons montré que la transition de la microglie vers
une morphologie ramifiée induite par le CTLA4-Ig était associée a une expression d’arginase 1. Ces
résultats suggerent que la sécrétion d’arginase 1 par la microglie, induite par le CTLA4-Ig, pourrait
favoriser 1’¢longation des prolongements neuronaux. Quelques études ont montré un role
neuroprotecteur de I’arginase 1 in vitro, mais ’impact de I’arginase 1 sur le développement neuronal
reste encore peu connu. En effet, I’arginase 1 permet de favoriser la survie des neurones dans des
modeles in vitro de mort cellulaire induite par I’absence de facteurs trophiques ou par stress oxydatif
(Esch et al., 1998; Estévez et al., 2006). De plus, I’augmentation de la concentration en polyamines
(corrélée a une augmentation de I’arginase 1) dans le microenvironnement favorise la régénération du
nerf optique in vivo (Deng et al., 2009). 1l serait donc intéressant de savoir si I’effet sur 1’¢longation
des prolongements neuronaux, induit par la sécrétion locale de CTLA4-Ig, fait intervenir I’activité

neurotrophique de 1’arginase 1.

Nos résultats montrent également que CTLA4-Ig induit ’expression de BDNF par la
microglie. Ces résultats sont en adéquation avec d’autres études qui ont montré que la microglie était
capable de sécréter des facteurs neurotrophiques dont le BDNF (Gomes et al., 2013; Soontornniyomkij

et al., 1998). Cependant, certaines études montrent que la microglie est capable de sécréter du BDNF
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sous activation par du LPS (Gomes et al., 2013). Il apparait donc que I’expression du BDNF ne soit
pas corrélée avec le profil M1 ou M2 de la microglie. Le BDNF est un des facteurs neurotrophiques
majeurs du cerveau et a été impliqué dans le développement et le fonctionnement du SNC (Park and
Poo, 2013). Il est a la fois neuroprotecteur et promoteur de la pousse neuronale. Ainsi, il a ét€ montré
que le BDNF augmentait le nombre d’embranchements des axones des neurones de la rétine mais
aussi favorisait la pousse des dendrites dans la couche IV du cortex (Cohen-Cory and Fraser, 1995;
Horch and Katz, 2002; McAllister et al., 1997). On peut émettre I’hypothése que la sécrétion de BDNF
induite par le CTLA4-Ig pourrait augmenter la pousse des axones des neurones greffés et ainsi

conduire a I’augmentation de la longueur des axones observée in vivo.

Nos résultats, in vitro, montrent que le CTLA4-Ig induit a la fois 1’expression de BDNF et
d’arginase 1. Les mécanismes moléculaires mis en jeu sont encore inconnus mais une hypothése serait
que les voies de signalisation recrutées suite a 1’activation de CD86 par le CTLA4-Ig induisent
I’expression de BDNF et de ’arginase 1. La voie p38MAPK semble étre un bon candidat. En effet, il a
été montré dans le SI que I’activation de CD80-CD86 par le CTLA4-Ig induisait 1’expression d’IFNy
via la voie p38MAPK dans les cellules dendritiques (Grohmann et al., 2002). De plus, I’activation de
la voie p38MAPK semble induire a la fois la synthése de BDNF et de ’arginase 1 (Chang et al., 2000;
Trang et al., 2009). Ainsi, I’activation de CD86 par CTLA4-Ig pourrait induire la voie p38MAPK dans

les microglies, conduisant a une augmentation d’expression de BDNF et de I’arginase 1.

PERSPECTIVES

Les résultats sur I’expression induite de BDNF et d’arginase 1 par la microglie stimulée avec
CTLAA4-Ig ont été otenus, in vitro, par PCR quantitative. Il conviendra de confirmer ces observations
au niveau protéique mais aussi in vivo. De plus, un élément trés intéressant que nous avons observeé in
vivo est ’effet de la sécrétion locale de CTLA4-Ig sur la pousse des prolongements axonaux. Des
études in vitro sur des co-cultures de neurones et de microglies seront donc réalisées afin d’étudier

I’action du CTLA4-Ig sur la survie et I’¢longation des prolongements neuronaux.
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Expression de BDNF et d’arginase 1.

Afin de caractériser I’effet du CTLA4-Ig sur I’expression protéique de BDNF et d’arginase 1
in vitro, des expériences de Western blot seront réalisées sur des lysats protéiques de microglies
isolées a partir de cultures mixtes astrocytes/microglies traitées avec Sug/ml de CTLA4-Ig ou de
fragment Fc pendant 24h. De plus, le surnageant des microglies traitées avec le CTLA4-Ig ou le
fragment Fc sera collecté afin de doser la quantité de BDNF et des polyamines issues de la catalyse de

I’arginine par I’arginase (putrescine, spermidine, spermine) sécrétés dans le milieu.

Afin d’étudier, in vivo, I’effet du CTLA4-Ig sur ’expression de BDNF et d’arginase 1, un
modele d’injection intracérébral de CTLA4-Ig ou de son contrdle, le fragment Fc sera mis en place.
Vingt-quatre heures aprés 1’injection, I’expression de BDNF et d’arginase 1 sera analysée par qPCR
sur des ADNCc issus de prélévements de cerveau au niveau du site d’injection, et par des analyses
immunohistochimiques. Des double marquages avec le marqueur microglial Ibal et le marqueur

astrocytaire GFAP permettront d’identifier le type cellulaire exprimant ces molécules.

Effet du CTLA4-Ig sur I’élongation des prolongements neuronaux.

Des expériences préliminaires réalisées sur des co-cultures de neurones et
d’astrocytes/microglies in vitro n’ont pas montré d’effet bénéfique du CTLA4-Ig sur le développement
des prolongements neuronaux. Ces résultats suggérent que les conditions de culture ne permettent pas

de reproduire les effets bénéfiques du CTLA4-Ig, observés in vivo, sur la pousse axonale.

Afin d’étudier Deffet spécifique du CTLA4-Ig sur la pousse des prolongements neuronaux,
des injections dans le cerveau de rats de fragment Fc ou de CTLA4-Ig associés avec un virus
exprimant la mGFP seront réalisées, et la longueur des prolongements des neurones infectés par la
mGFP sera mesurée.

Comme mentionné précédemment, le BDNF et I’arginase 1 peuvent avoir des effets
bénéfiques sur la survie des neurones. Ainsi 1’effet neuroprotecteur de la microglie traitée avec du

CTLAA4-Ig sera étudié. Des cultures tripartites (astrocytes/microglies et neurones) seront traitées
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pendant 24h avec 5ug/ml de CTLA4-Ig ou de fragment Fc, puis soumises a des inducteurs de mort
cellulaire par stress oxydatif (H202 et staurosporine) ou par stress du réticulum endoplasmique
(tunycamicine). Les neurones seront fixés 6h et 24h aprés I’induction de la mort neuronale. La
quantification du nombre de neurones en apoptose sera réalisée par des marquages
immunohistochimiques avec un anticorps dirigé contre la forme clivée de la caspase 3. Dans
I’hypothese d’un effet bénéfique de la microglie traitée avec du CTLA4-Ig sur la survie des neurones,
les expériences précédentes seront réitérées en ajoutant des anticorps bloquants le BDNF et/ou un
inhibiteur de 1’arginase 1 (nor-NOHA) afin de déterminer si les effets sont effectivement médiés par le
BDNF et I’arginase 1.

L’effet bénéfique du CTLA4-Ig pourrait provenir de 1’inhibition de la production de CSPG par
I’astrocyte, molécules inhibitrices de la pousse axonale. Afin de tester cette hypothése, des cultures
mixtes astrocytes/microglies seront traitées avec Sug/ml de CTLA4-Ig ou de fragment Fc pendant 24h.
Aprés élimination des microglies par agitation, les astrocytes seront récupérés afin de faire des
analyses par qPCR et Western Blot sur ’expression des principaux CSPG : neurocan, versican,
aggrecan, brevican, phosphocan et NG2. Le milieu conditionné par les cultures mixtes
astrocytes/microglies traitées avec CTLA4-Ig ou le fragment Fc, sera collecté afin de réaliser des
dosages par ELISA des principaux CSPG. Enfin, des analyses qPCR et des marquages
immunohistochimiques seront réalisés sur les cerveaux de rats injectés avec CTLA4-Ig ou le fragment

Fc afin de confirmer in vivo la régulation, par CTLA4-Ig, de I’expression des CSPG par ’astrocyte.

L’ensemble de ces résultats nous permettra d’émettre des hypothéses quant aux mécanismes

moléculaires permettant au CTLA4-Ig d’avoir un effet neurotrophique en activant le CD86 microglial.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La discussion des résultats obtenus au cours de ma thése sera divisée en trois parties. Dans une
premiére partie, je discuterai du role de CD3C dans le SNC. Dans une seconde partie je discuterai de la
fonction de la voie du CD86 microglial dans le SNC. Enfin dans une derniere partie, je m’intéresserai

aux analogies fonctionnelles des molécules dites immunes entre le SI et le SNC

CD3¢ dans le SNC

Localisation de CD3¢

Au cours de ma thése, nous nous sommes intéressés au role de la molécule immune CD3( dans le
SNC. Durant les stades précoces du développement neuronal, nous avons mis en évidence 1’expression
de CD3( par le neurone avant méme sa polarisation. En effet, lorsque le neurone est encore sous
forme sphérique, nous avons observé une accumulation de CD3{ en des microdomaines distribués
autour du corps cellulaire. Nos résultats montrent une étroite corrélation entre 1’agrégation de CD3( et
I’émergence des premiers neurites. Lors du développement des neurites, nous avons observé une
expression de CD3C au niveau des cones de croissance et des filopodes des neurites mineurs mais
aussi au niveau du cone de croissance axonal. A des stades matures du développement neuronal, nous
avons observé une expression de CD3( au niveau des synapses glutamatergiques. CD3¢ semble donc
étre exprimé par les neurones tout au long de son développement. Ces résultats sont en accord avec
ceux publiés qui montrent une expression de CD3( tout au long du développement neuronal in vitro,
du stade de cellule souche neurale au neurone mature (Baudouin et al., 2008), mais aussi in vivo dans

le systéme visuel en développement et mature et dans I’hippocampe (Corriveau et al., 1998; Huh et al.,

2000; Xu et al., 2010).

Un point commun des domaines cellulaires enrichis en CD3( tout au long du développement
neuronal est qu’ils correspondent tous a des structures cellulaires riches en actine. En effet, les

filopodes, cones de croissance et épines dendritiques sont des domaines trés dynamiques et enrichis en
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actine (Dent et al., 2007; Hotulainen and Hoogenraad, 2010; Ishikawa and Kohama, 2007). Méme au
stade ou le neurone présente une morphologie sphérique, alors que les filopodes et cones de croissance
ne sont pas encore formés, on observe une accumulation de CD3( au niveau de microdomaines de la
membrane cellulaire correspondant & des sites enrichis en actine. Ces données suggerent un lien fort
entre CD3( et I’actine, et par conséquent, suggerent une fonction de CD3C dans des processus
cellulaires dynamiques d’¢longation et de plasticit¢. Comme nous 1’avons vu dans ’introduction,
CD3(¢ est capable d’interagir directement avec ’actine via sa partie C-terminale. Cette interaction est
importante pour la localisation de CD3C puisque I’inhibition de la polymérisation de 1’actine, par la
cytochalasine D, entraine une redistribution de la protéine CD3( le long des dendrites (Baudouin et al.,
2008). Ainsi, la polymérisation de 1’actine est un facteur important pour la localisation de la protéine
CD3¢ au sein des domaines riches en actine durant le développement des dendrites. Cependant, cette
interaction suggere que CD3( pourrait agir lui aussi sur la polymérisation de I’actine. Nos résultats sur
les étapes précoces du développement neuronal montrent 1I’implication de la Rho GEF Vav2 dans la
formation des filopodes induite par CD3C, suggérant ainsi que CD3( peut agir sur 1’actine via son
interaction avec des protéines régulatrices des Rho GTPases. Les synapses subissent notamment des
modifications morphologiques durant leur développement et au cours de la plasticité synaptique
(Bosch and Hayashi, 2012; Yoshihara et al., 2009). II serait intéressant d’étudier le réle de CD3( sur

les réorganisations du cytosquelette d’actine durant la synaptogénese et la plasticité synaptique.

Récepteurs associes a CD3( dans le SNC

Dans I’introduction, nous avons vu que CD3({ est une protéine adaptatrice permettant la
transmission d’un signal lors de 1’activation du récepteur dont il est partenaire. Dans le SI, CD3( est
décrit comme interagissant avec plusieurs récepteurs. Dans le SNC, les récepteurs associés a CD3(

restaient encore inconnus.

Dans le SI, le récepteur principal associé a CD3( est le récepteur des lymphocytes T, le TCR
(Samelson et al., 1985). L’interaction du complexe CMH/peptide avec le TCR induit 1’activation de

CD3¢, qui, par 'intermédiaire de ses domaines ITAM, recrute les protéines kinases ZAP-70/Syk,
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déclenchant ainsi une cascade signalétique aboutissant a 1’activation des lymphocytes T. Les études
visant a chercher 1’expression d’'un TCR dans le cerveau ont montré la présence seule de I’ARNm
immature de la chaine B du TCR alors que la chaine o n’a jamais été détectée, suggérant ainsi que le
TCR mature et fonctionnel n’est pas exprimé par les cellules du cerveau (Nishiyori et al., 2004; Syken
and Shatz, 2003). De plus, nos propres résultats n’ont jamais mis en évidence 1’expression du TCR au
niveau protéique. Ces données suggérent que le TCR ne serait pas le récepteur associ¢ a CD3( dans le

SNC.

Un autre récepteur associé¢ a CD3( dans les lymphocytes T est le récepteur CXCR4 (Kumar et
al., 2006; Patrussi et al., 2007). Dans le SI, la fonction chimiotactique de la voie SDF-1/CXCR4 est
médiée par ’activation de CD3C, conduisant a la phosphorylation de ZAP-70 et a I’activation de voies
de signalisation importantes pour la migration, la prolifération et la survie des lymphocytes T. CXCR4
est largement exprimé au sein du SNC, dans les astrocytes, les microglies et les neurones (Bezzi et al.,
2001; Pujol et al., 2005; Tanabe et al., 1997). La comparaison des études publiées sur la distribution
cellulaire de CXCR4 au cours du développement neuronal avec nos études sur la localisation de CD3C
montre que CD3( et CXCR4 sont tous deux exprimés dans les cones de croissance des neurites et de
I’axone durant les étapes précoces de formation des premiers prolongements. L’association de CD3C
avec CXCR4 durant les étapes précoces du développement serait donc possible. Cependant,
I’activation de CXCR4 par SDF-1 induit une augmentation du nombre de neurites sur des neurones a 2
DIV (day in vitro), suggérant un role favorable de CXCR4 dans la pousse neuritique (Pujol et al.,
2005), alors que nous avons montré que CD3( inhibait la pousse des neurites. Les effets antagonistes
de CXCR4 et de CD3C sur la pousse neuritique fragilisent I’hypothése d’une interaction entre ces deux
molécules dans les étapes précoces de développement des prolongements neuronaux. Durant la
différenciation dendritique, CXCR4 est préférentiellement localisé au niveau axonal alors que CD3(
devient, au contraire, restreint au domaine somatodendritique (Baudouin et al., 2006, 2008).
L’expression de CD3( et de CXCR4 dans des compartiments cellulaires différents durant le
développement neuronal plus tardif suggeére que CXCR4 ne soit pas un récepteur de CD3{ dans le

SNC.
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Dans le SI, CD3C n’est pas uniquement exprimé dans les lymphocytes T mais aussi dans les
cellules NK ou il est associ¢ avec les récepteurs NKp30 et NKp46 (Lanier, 2003). Des études
préliminaires réalisées par 1’équipe semblent indiquer la présence de I’ARNm des récepteurs NKp30
et NKp46 dans le cerveau de rat, mais leur expression protéique n’a jamais pu étre mise en évidence
jusqu'a présent. Ces données suggerent que CD3C ne serait pas associé aux récepteurs NKp30 et

NKp46 dans le SNC.

Au cours de ma thése, nous avons décrit deux récepteurs interagissant avec CD3C. Durant les
étapes précoces du développement axonal, nous avons mis en évidence une association de CD3( avec
le récepteur EphA4. En effet, des expériences de co-immunoprécipitation ont mis en évidence une
interaction de CD3( avec le récepteur EphA4. De plus, dans des neurones en culture, 1’activation des
récepteurs EphA4 par I’éphrine A1l induit une co-agrégation de CD3( avec les récepteurs EphA4, mais
aussi avec les molécules de signalisation connues pour étre associées a CD3C dans le lymphocyte T,
les protéines kinases ZAP-70/Syk, suggérant une interaction fonctionnelle entre CD3( et EphA4 dans
les étapes précoces du développement neuronal. Chez 1’adulte, nous avons montré, par des expériences
de co-immunoprécipitation sur des cerveaux de souris, une interaction de CD3{ avec la sous-unité
GluN2A des récepteurs NMDA. Nos résultats montrent que la localisation de GIluN2A et la
signalisation médiée par I’activation des récepteurs NMDA dans un contexte de LTP sont altérées en
absence de CD3C. Ces études mettent en évidence pour la premiére fois des récepteurs associés a
CD3{ dans le SNC. De plus, ces résultats semblent indiquer que CD3( interagirait avec des
partenaires différents au cours des étapes précoces du développement neuronal et dans le neurone

mature.

Concernant les récepteurs EphA4, non seulement importants pour le développement axonal,
ils sont aussi exprimés au niveau synaptique et participent a la fonction et a la plasticité des synapses
(Klein, 2009). Nous avons donc examiné si CD3( interagissait avec EphA4 dans les neurones matures
et participait a des voies signalétiques faisant intervenir EphA4. Nos résultats montrent que 1’absence

de CD3C ne modifie pas le clivage d’EphA4 médié par Iactivité synaptique suggérant que CD3( ne
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participe pas a la signalisation associée au clivage d’EphA4. De plus, nos résultats préliminaires de co-
immunoprécipitation n’ont pas permis de mettre en €vidence une interaction entre CD3( et EphA4
dans le cerveau de souris. Cependant, notre étude réalisée in vitro montre une co-agrégation de CD3(
et d’EphA4 induite par le traitement des neurones avec 1’éphrine Al, suggérant que 1’association
d’EphA4 avec CD3( serait renforcée apres activation des récepteurs EphA4. 1l serait intéressant de
réaliser des expériences de co-immunoprécipitations sur des coupes de cerveaux adultes traitées avec
I’éphrine A1l afin de déterminer si I’interaction entre CD3( et EphA4 est dépendante de 1’activation

des récepteurs EphA4 par 1’éphrine Al.

De la méme maniére, une hypothése serait que CD3C interagisse aussi avec la sous-unité
GluN2A dans le neurone en développement. En effet, la sous-unité GluN1 des récepteurs NMDA a été
montrée comme exprimée au niveau du céne de croissance de 1’axone des neurones a 3 DIV et
I’activation de ces récepteurs avec du NMDA engendre une augmentation de la concentration en
calcium au niveau du coéne de croissance (Wang et al., 2011). Cependant, la présence de la sous-unité
GIluN2A, au niveau du cone de croissance, n’a pas été montrée et plusieurs études ont montré que la
sous-unit¢ GluN2B est prédominante dans le neurone en développement (Liu et al., 2004b). Ces
résultats suggérent que CD3({ ne serait pas associ¢ a GluN2A dans le neurone en développement.
Concernant GIuN2B, la combinaison d’anticorps disponibles pour les expériences de
coimmunoprécipitation ne nous ont pas permis de statuer quant a une interaction possible avec CD3(.
Dans les neurones adultes, notre étude a mis en évidence que 1’absence de CD3{ ne modifiait ni
I’expression ni la localisation de GluN2B, suggérant que CD3C n’interagirait pas avec GluN2B. Il
serait cependant intéressant de poursuivre les expériences de coimmunoprécipitation en se focalisant
notamment sur les neurones en développement afin de déterminer si CD3( interagit avec la sous unité

GIluN2B des récepteurs NMDA.

Fonctions cérébrales de CD3¢
Nos études a propos du role de CD3C dans le développement et la plasticité neuronale ont mis

en évidence un role de CD3( dans les étapes précoces d’élongation des neurites mais aussi dans la
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composition synaptique et la plasticité chez le neurone mature. En effet, I’absence de CD3( engendre
une augmentation du nombre de dendrites chez le neurone en développement, induit une diminution
de la localisation synaptique de GIuN2A et abroge la translocation synaptique de GluA1l et CaMKII
durant la LTP chez le neurone mature. Il semble donc que CD3( soit requis a différentes étapes du
développement neuronal, pour jouer des roles spécifiques. D’autres molécules, notamment des
récepteurs, ont aussi des spécificités de fonction suivant le niveau de développement du neurone.
Ainsi, les ephrines et leurs récepteurs sont impliqués dans le guidage axonale durant le développement
de I’axone mais interviennent aussi dans les fonctions de plasticité synaptique chez le neurone mature
(Egea and Klein, 2007; Paixao and Klein, 2010). Le CMHI, de méme, joue un réle dans la ségrégation
des projections dans le systéme visuel en développement et participe au trafic des récepteurs AMPA
au niveau synaptique (Datwani et al., 2009; Fourgeaud et al., 2010). Certaines molécules de
signalisation ont aussi des fonctions distinctes au cours du développement. Ainsi, la CaMKII et la PP1,
connues pour leurs réles dans la plasticité synaptique, jouent aussi un role dans le guidage du cone de
croissance de I’axone en développement (Morishita et al., 2001; Otmakhova et al., 2000; Wen et al.,
2004). CD3¢, comme d’autres molécules de signalisation, présente ainsi des fonctions distinctes dans

le neurone en développement et le neurone mature.

Avec nos études sur la fonction cérébrale de CD3C, nous avons mis en évidence deux voies
signalétiques dépendantes de CD3C. L’une est la voie éphrine A1/EphA4/ZAP-70/Syk et I'autre fait
intervenir la CaMKII. Au niveau du cone de croissance, nous avons montré que CD3( était nécessaire
pour permettre 1’agrégation des récepteurs EphA4 avec les molécules de signalisation ZAP-70/Syk. En
effet, la stimulation des récepteurs EphA4 par 1’éphrine Al entraine une augmentation de la
colocalisation entre EphA4 et la forme phosphorylée, donc activée, de ZAP-70/Syk sur des neurones
WT mais pas sur des neurones déficients en CD3C. Au niveau synaptique, nos résultats montrent que
CD3¢ permet le recrutement de la CaMKII au niveau des récepteurs NMDA synaptiques. En effet,
I’absence de CD3( abroge la translocation synaptique de CaMKII lors de I’activation des récepteurs
NMDA par un protocole d’induction chimique de la LTP. De plus, nous avons montré que I’absence

de CD3( entrainait une diminution de I’interaction de la CaMKII avec la sous-unité GluN2A dans le
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cerveau de souris adulte. Il apparait ainsi que CD3C joue un rdle clé dans la formation de complexes
protéiques lors de I’activation du récepteur auquel il est associé. Ainsi, la fonction générale de CD3(
dans le SNC serait de permettre la formation de complexes moléculaires entre des protéines kinases et
le récepteur associé a CD3C, pour permettre la mise en place de voies signalétiques importantes pour

le développement et le fonctionnement du neurone.

Fonction cérébrale CD86

Concernant la voie de co-stimulation CTLA4/CD80-CD86, nos résultats montrent une
expression microgliale des récepteurs CD86 localisée au niveau du site de la greffe. Ces résultats sont
en accord avec de précédentes études qui ont montré une expression des récepteurs CD86 en
conditions pathologiques et inflammatoires. (Bechmann et al., 2001; Bohatschek et al., 2004). De plus,
nous avons montré que 1’activation des récepteurs CD86 par le CTLA4-Ig entraine la génération d’un
phénotype microglial bénéfique pour les neurones, caractérisé par une transition de la microglie vers
un profil ramifi¢ et par I’expression de molécules neuroprotectrices, I’arginase 1 et le BDNF.
L’activation microgliale en conditions pathologiques, notamment au cours de maladies
neurodégénératives, a €té bien décrite et 1’induction, par CTLA4-Ig, d’un profil neuroprotecteur
pourrait étre intéressante dans ce type de pathologies, notamment la maladie d’ Alzheimer et la maladie
de Parkinson (Hirsch et al., 2012; Lee et al., 2010b). En effet, il a été montré qu’inhiber I’activation de
la microglie par la minocycline avait des effets neuroprotecteurs dans plusieurs modeéles animaux de la
maladie de Parkinson (Thomas and Le, 2004), suggérant que la microglie pouvait étre une cible
thérapeutique pour la maladie de Parkinson. De plus, le BDNF a montré des effets bénéfiques sur la
perte de neurones dopaminergiques mais aussi sur les capacités motrices des modéles animaux murins
et simiens de la maladie de Parkinson (Nagahara and Tuszynski, 2011). Il serait intéressant d’étudier
les effets de I’injection locale de CTLA4-Ig dans le cerveau de rats traités au MPTP ou a la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) (mod¢les de la maladie de Parkinson) sur la perte neuronale et les

capacités motrices.
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Cependant, nous avons vu dans D’introduction que la microglie participait aussi au
développement physiologique du neurone. Notamment, la microglie joue un réle important dans
I’apoptose développementale et dans la synaptogénése (Tremblay et al., 2011). Durant 1’apoptose
développementale, les microglies responsables de I’élimination des neurones excédentaires dans le
cervelet présentent une morphologie amiboide et exprime la NAPDH (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) oxydase, enzyme associée a I’activation de la microglie (Mar n-Teva et al.,
2004), suggérant un état activé de la microglie durant cette étape du développement. A ce stade, la
microglie est neurotoxique puisqu’elle contribue a I’élimination des neurones. Apres cela, la microglie
adopte un profil de surveillance du parenchyme cérébrale via I’émission de prolongements hautement
mobiles et adopte un profil neuroprotecteur (Vinet et al., 2012). Il semble donc que, pendant le
développement, il existe une transition entre un état d’activation (plutét neurotoxique) et de dé-
activation (plutot neuroprotecteur) de la microglie. Il serait intéressant d’étudier I’expression et le role
du CD86 microglial durant 1’apoptose développementale. Une hypothése serait que CD86, exprimé
par la microglie activée, participerait a la transition morphologique de la microglie d’un profil

amiboide, 1i¢ a une intense phagocytose des neurones, vers un profil ramifié¢ plus neuroprotecteur.

Analogies entre les fonctions immunes et cérébrales des molécules communes aux deux

systémes

Dans I’introduction, nous avons mis en évidence les relations et les similarités qui existent
entre le SNC et le SI. En plus de communications croisées en conditions physiologiques et
pathologiques, les deux systémes partagent un répertoire moléculaire commun. Nos études se sont
focalisées sur deux molécules importantes pour le fonctionnement du lymphocyte T que sont CD3( et
le récepteur de co-stimulation CD86. Ces molécules s’ajoutent a la liste toujours grandissante de
molécules dites immunes présentant un role dans le SNC. Il est intéressant de constater que, au moins
pour certaines de ces molécules, leur fonction est similaire entre le SI et le SNC. Par exemple, les

molécules du complément et le CMHI semblent avoir un role assez similaire dans les deux systémes.

209



Discussion et perspectives
Dans le SI, les molécules du complément permettent de cibler des cellules infectées ou endommagées
et de les éliminer. Les travaux récents de Beth Stevens et Ben Barres suggérent que, dans le SNC, les
molécules du complément permettraient également un ciblage sélectif des synapses a €liminer au
cours de I’étape d’élagage synaptique dans le systéme visuel en période postnatale (Schafer et al.,
2012). Concernant le CMHI, son action dans le syst¢éme immunitaire sous-tend la reconnaissance du
soi et du non soi. Dans le SNC, le maintien de connexions appropriées entre les axones des cellules
ganglionnaires de la rétine et les cibles postsynaptiques du thalamus est dépendant du CMHI. Ainsi, a
I’instar du SI, le CMHI pourrait contribuer a la distinction des connexions a maintenir de celles a

éliminer (Glynn et al., 2011; Huh et al., 2000).

La molécule CD3C semble aussi partager une partie de ses fonctions immunes avec ses
fonctions cérébrales. Dans les lymphocytes T, CD3{ a deux réles principaux. Au cours du
développement des lymphocytes T, CD3( permet 1’expression membranaire stable du TCR (D’Oro et
al., 2002). Le second role de CD3( dans le lymphocyte T est de permettre, au niveau de la synapse
immunologique, la formation d’un complexe moléculaires signalétiques incluant notamment la famille
ZAP-70/Syk , SLP76 et LAT (Baniyash, 2004). Dans le SNC, notre étude s’intéressant au réle de
CD3C au niveau de la synapse neuronale montre des fonctions similaires dans la stabilisation
membranaire de récepteurs et dans la formation de complexes signalétiques. En effet, nos résultats
indiquent que I’absence de CD3( entraine une diminution de la localisation synaptique de GIuN2A,
suggérant donc que, comme dans le SI, CD3C est important pour I’expression membranaire de
récepteurs en des sites spécifiques. De plus, nous avons montré que le recrutement synaptique et le
niveau d’activation de la CaMKII, induits par I’activation des récepteurs NMDA lors de la LTP,
étaient dépendants de CD3C. Il semble donc, que dans les neurones comme dans les lymphocytes T,
CD3( permet la formation de complexes moléculaires nécessaire pour la mise en place des voies de

signalisation dépendantes de 1’activation des récepteurs NMDA (figure 42).
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Figure 42 : Similarités de fonction de CD3( entre le SI et le SNC. 4 la fois dans le SI et le SNC, CD3 ¢ semble
avoir une fonction d’adressage. Dans le SI, il permet [’expression et la stabilisation du TCR a la membrane du
lymphocyte T. Dans le SNC, I’absence de CD3 ¢ induit une diminution de la localisation synaptique de la sous-
unité GIuN2A des récepteurs NMDA. De plus CD3¢ permet la mise en place de complexes moléculaires. Dans le
SI, CD3¢ participe au recrutement, au niveau du TCR, des kinases, notamment de la famille ZAP-70/Syk,
permettant ['induction des voies de signalisation dépendantes du TCR. Dans le SNC, il semble que CD3¢{
permette la translocation synaptique et de la CaMKII au niveau des récepteurs NMDA lors de [’activation de
ces derniers par un protocole d’induction de LTP.

De méme, notre étude concernant la voie de co-stimulation CTLA4/CD80-CD86 dans le SNC
semble aussi indiquer des fonctions similaires dans le SI et le SNC. L’activation des récepteurs CD80-
CD86 des CPA par le CTLA4-Ig augmente 1’expression de la molécule IDO (Sucher et al., 2012),
dont I’activité induit un appauvrissement de I’environnement en tryptophane et un enrichissement en
kynurénine qui vont, de concert, inhiber la réponse lymphocytaire T (Bauer et al., 2005). De plus, une
étude récente a montré que CTLA4-Ig induisait I’expression de 1’arginase 1 dans les macrophages
(Fujii et al., 2013). Dans le SI, I’arginase 1 est une molécule immunosuppressive qui va bloquer
I’activation et la prolifération des LT notamment en déplétant le microenvironnement en arginine
(Rodriguez et al., 2004). Ainsi, la stimulation des récepteurs CD80-CD86 conduit a des modifications
du microenvironnement autour des cellules présentatrices d’antigénes, ce qui va influer sur 1’activation
des lymphocytes T. Dans notre étude, nous avons montré que l’activation des récepteurs CD86
microgliaux par le CTLA4-Ig induisait des changements morphologiques de la microglie associés a

I’expression du BDNF et de I’arginase 1. Les analyses in vivo semblent corréler avec les modifications
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morphologiques de la microglie avec une augmentation de la pousse axonale. On peut alors émettre
I’hypothese que I’expression du BDNF et [’augmentation d’arginase 1 par la microglie va influer sur
la pousse des neurones environnants. Il semble donc que la microglie stimulée par le CTLA4-Ig
modifierait le microenvironnement, en sécrétant du BDNF et en synthétisant de la spermidine et de la
putrescine, et influerait sur le développement des cellules du cerveau, notamment les neurones. Il
apparait ainsi que ’activation des récepteurs CD86 par le CTLA4-Ig, dans le SI et le SNC, engendre
des modifications du microenvironnement qui vont alors influer sur I’activation et le développement

des cellules environnantes (figure 43).

Figure 43 : Analogie de fonction de CD86 entre le SI et le SNC. Dans le SI, [’activation des récepteurs CD80-
CD86 par CTLA4-Ig induit la production d’IDO et d’arginase 1 dans la CPA, ce qui résulte en un
appauvrissement du microenvironnement en arginine et tryptophane ainsi qu’a [’augmentation de la
concentration locale de kynurénine. Ces modifications du microenvironnement ont pour effet de bloquer
Dactivation des Iymphocytes T. Dans le SNC, il semble que [’activation des récepteurs CD86 microgliaux induit
une augmentation d’expression de BDNF et d’arginase 1 par la microglie. Une hypothése est que
I’enrichissement du microenvironnement en BDNF et spermidine/putrescine serait bénéfique pour la promotion
du développement neuronal.

De maniére intéressante, il existe dans le SI une interaction fonctionnelle entre la voie de co-
stimulation CTLA4/CD80-CD86 et CD3({ conduisant au blocage des lymphocytes T. Comme
mentionné précédemment, CTLA4-Ig a été montré comme induisant une augmentation d’expression
de l’arginase 1 par les macrophages (Fujii et al.,, 2013), résultant en un appauvrissement de

I’environnement en arginine (Rodriguez et al., 2004). Cette déplétion du microenvironnement
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provoque le clivage de CD3(, empéchant ainsi la signalisation induite par I’activation du TCR et donc
conduisant & I’inhibition des lymphocytes T. Sur la base de ces données, nous pouvons émettre
I’hypothese de I’existence d’un mécanisme similaire dans le systéme nerveux central conduisant a
I’augmentation de la pousse des axones sous 1’action de CTLA4-Ig. En effet, nous avons montré que
CTLAA4-Ig induisait I’expression de 1’arginase 1 par la microglie. Parallélement, nous avons montré
que CD3( était un inhibiteur de la pousse des neurites. Une hypothése serait que 1’expression de
I’arginase 1 par la microglie traitée au CTLA4-Ig induise le clivage de CD3( au niveau neuronal (par
analogie avec son action dans le SI), ce qui léverait ’inhibition de la pousse neuritique médiée par
CD3(¢ et conduirait ainsi a une augmentation de la pousse axonale. Il serait donc intéressant d’étudier
I’effet de I’arginase 1 sur la molécule CD3C exprimée au niveau du cone de croissance des neurones

en développement (figure 44).

Figure 44 : Hypothése d’un lien fonctionnel entre le CD86 microglial et le CD3C neuronal. Par analogie
avec leffet de ’augmentation d’expression de [’arginase 1 sur le clivage du CD3¢ des Iymphocytes T, il est
possible que [’expression d’arginase 1, induite par activation des récepteurs CD86 microgliaux par CTLA4-Ig,
induise une déplétion du microenvironnement en arginine. Cette déplétion induirait le clivage de CD3¢ au
niveau du cone de croissance des prolongements neuronaux et leverait ainsi [’inhibition de la pousse neuritique
médiée par CD3¢.
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En conclusion, ce travail de thése a permis de mettre en évidence des éléments nouveaux

quant au role de la molécule immune CD3( et de la voie de co-stimulation CTLA4/CD80-CD86 dans
le développement neuronal et la plasticité synaptique, et renforce encore les liens fonctionnels entre le

systéme immunitaire et le systéme nerveux central.
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Role de la molécule adaptatrice CD3zeta et de la voie de co-stimulation CTLA4/CD80-

CD86 dans le développement et la plasticité neuronale.

Des données récentes montrent que des molécules que [’on pensait restreintes au systéeme
immunitaire sont exprimées dans le systeme nerveux central (SNC), ou elles exercent une fonction non-
immune en participant notamment au développement et a la plasticité neuronale. Nous avons étudié la
fonction cérébrale de I’'immunorécepteur CD3 ¢, et celle de la voie de co-stimulation CTLA4/CD80-CDS&6.

Concernant CD3¢, nous avons mis en évidence un role inhibiteur de CD3¢ sur la formation des
neurites a des stades précoces du développement neuronal, par un mécanisme impliquant la voie éphrine
A1/EphA4. Sur des neurones matures, CD3¢ promeut la localisation synaptique de la sous-unité GIluN2A du
NMDAR, et est impliqué dans la voie signalétique de la CaMKII recrutée lors d’un paradigme de plasticité
synaptique. Ces mécanismes sont associés a une action pro-cognitive de CD3( sur les comportements
d’apprentissage et de mémoire, indépendamment de son réle immunitaire sur les lymphocytes T.

Concernant la voie de co-stimulation, nous avons montré sur un modeéle in vivo de greffe
intracérébrale une action bénéfique de la molécule CTLA4-Ig sur la pousse axonale. L action de CTLA4-Ig
est corrélée a une plasticité morphologique de la microglie, médiée par le récepteur microglial CD86, et a
une augmentation d’expression de BDNF et d’arginase 1. Ces résultats suggerent que [’action bénéfique de
CTLA4-1g sur la pousse/survie neuronale est médiée par la libération de BDNF et de I’arginase 1 microglial.

Nos études ont permis d’identifier des fonctions inédites des molécules CD3{ et CD86 dans le SNC.
Ces résultats sont importants pour appréhender les relations physiologiques et pathologiques entre SI et

SNC.

Mots clés : Immunorécepteurs, neurone, développement, plasticitée, CTLA4, microglie, synapse, lymphocyte

Role of the adaptor molecule CD3zeta and the co-stimulatory pathway CTLA4/CD80-

CD86 in neuronal development and plasticity.

Recent studies have shown that molecules thought to be restricted to the immune system (IS) are
expressed in the central nervous system (CNS) where they exert non-immune function on neuronal
development and plasticity. We studied the cerebral function of the immunoreceptor CD3( and of the
CTLA4/CD80-CD86 co-stimulatory pathway.

Regarding CD3¢, we found that CD3{ inhibits neurite formation at early neuronal developmental
stages, through a mechanism involving the ephrinA1/EphA4 pathway. In mature neurons, CD3 { supports the
synaptic localization of the NMDAR subunit GIuN2A, and is required for the CaMKII-dependent signaling
pathway underlying synaptic plasticity. These mechanisms are associated to a pro-cognitive action of CD3¢
on learning and memory behavior, independently of its immune role on T lymphocytes.

Concerning the co-stimulatory pathway, we showed that the molecule CTLA4-Ig promotes axonal
growth in vivo in a model of intracerebral transplantation. This effect is correlated with a morphological
plasticity of microglial cells mediated through the microglial receptor CDS86, and with an increased
expression of BDNF and arginase 1. These results suggest that the beneficial effect of CTLA4-Ig on neuronal
survival/growth is mediated through the release of microglial BDNF and arginase 1.

Our studies reveal unexpected role of CD3¢ and the co-stimulatory molecules in the CNS. Our results
highligt new mechanisms important to better understand neuroimmune interactions in normal and

pathological conditions.

Key words: Immunoreceptor, neuron, development, plasticity, CTLA4, microglia, synapse, lymphocyte




