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AVANT PROPOS

Le systéme nerveux central (SNC) et le systeme immunitaire (SI) possédent des fonctions
distinctes mais partagent des mécanismes développementaux et des modes opératoires communs
incluant la migration, la communication et la plasticité cellulaire.

Les cellules de lI'immunité et les cellules nerveuses communiquent entre elles par
I'intermédiaire de structures membranaires spécialisées appelées synapses bien que leur
morphologie et leur mécanisme d’action sont tres différentes entre les deux systemes. Il existe
cependant des mécanismes communs aux deux systémes appartenant a la famille des cytokines,
chimiokines, des neurotransmetteurs, neurotrophines (Camacho-Arroyo et al., 2009) et leurs
récepteurs correspondant (Levite, 2008; Selmeczy et al., 2008).

En plus d’un systeme commun de communication, ces cellules sont capables de migrer en
réponse a divers stimulis (Bajénoff et al., 2006; Mizui et al., 2009) et sont dotées d’'une certaine
plasticité. Suivant les signaux environnementaux pergus, les cellules immunitaires et nerveuses
modifient leur réponse par I’expression ou la sécrétion de différentes molécules (Allen, 2008; Wilson
et al., 2009).

Ainsi les similarités entre le SNC et le SI décrites précédemment posent une question
intéressante sur l'origine évolutive des composantes cellulaires de chaque systeme. En effet, les
travaux menés par Arendt proposent deux hypothéses évolutives. La premiére suppose une co-
évolution d’ancétres indépendants de cellules immunitaires et de cellules neurales. Soumis aux
mémes contraintes environnementales, ces cellules se seraient adaptatées au cours de I'évolution en
utilisant les mémes systemes de régulation. La seconde propose une évolution de ces cellules a partir

d’un ancétre commun (Figure 1) (Arendt, 2008).
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Connaitre 'origine évolutive de ces cellules afin de mieux caractériser les similarités entre les
deux sytemes est primordiale. En effet, cela permettrait dans un premier temps de mieux
comprendre chaque systéme, en particulier le SNC, et dans un second temps de déterminer I'impact
des molécules immunitaires dans le développement du SNC. Des dysfonctions cérébrales et
pathologies neurodéveloppementales lourdes induites par certaines infections par exemple ont été
observées (Watanabe et al., 2010). De plus, il est nécessaire d’identifier les molécules immunitaires
exprimées par le SNC dans le cadre par exemple de traitements thérapeutiques
immunosuppresseurs. Les molécules immunosuppressives passant la barriere hématoencéphalique
peuvent avoir des répercussions graves sur le SNC comme l'induction de troubles

neuropsychatriques (Pittock et al., 2003a).

Le but général de cette thése est de caractériser I'expression de la molécule immunitaire CD3( au

cours du développement neuronal et d’identifier son role a des stades clés de ce développement.

Dans l'introduction, Les grandes étapes du développement neuronal et I'influence des molécules
immunitaires exprimées par le SNC sur celles-ci seront dans un premier temps décrits. A I'exception
des cytokines et des chimiokines dont le réle est déja connu dans le SNC, seules les molécules de
I'immunité innée et adaptative que I'on pensait restreintes au Sl seront présentées au cours de cette
introduction. La neurogeneése et la polarisation neuronale, stades développementaux que nous avons
particulierement étudiés, seront détaillés. Dans une seconde partie, les conséquences de |'expression
neuronale des molécules immunitaires dans le SNC seront développées. Enfin, nous décrirons plus

particulierement la molécule immunitaire CD3( et les données actuelles dans le SNC la concernant.
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INTRODUCTION

I. Le développement neuronal

Avant de s’associer en réseaux, tous les neurones doivent franchir un certain nombre
d’étapes successives: neurogenése, migration a leur emplacement définitif, différenciation et
maturation fonctionnelle. Cette partie a pour objectif la présentation de deux stades du
développement neuronal principalement étudiés au cours de ma thése que sont la neurogenése et la

polarisation neuronale.

A.  Neurogeneése

1. Neurogenese chez I'embryon

Au stade embryonnaire E10-E11 chez le rat, le tube neural est constitué d’une population
cellulaire homogene proliférative, appelée cellules souches neuroépithéliales (NEP) (Kalyani et al.,
1997). Ces cellules sont essentiellement présentes dans la zone ventriculaire (ZV) constituée d’une
simple couche d’épithélium pseudo stratifié d’origine ectodermique qui borde les ventricules
cérébraux au cours du développement embryonnaire précoce. La neurogenese embryonnaire
corticale est la mieux décrite, et les mécanismes impliqués peuvent étre appliqués a d’autres régions
du SNC. La neurogenese est fondée sur un principe de division asymétrique d’une cellule souche qui
formera ainsi une autre cellule souche équivalente et une cellule progénitrice neuronale. Deux types
de cellules souches capables de générer des neurones ont été décrits a ce jour : les NEP et les cellules
de la glie radiaire. Afin de générer une quantité massive de neurones, les NEP se divisent
symétriqguement pour amplifier le nombre de cellules indifférenciées (Gotz et Huttner, 2005).
Certaines d’entre elles générent par division asymétrique des cellules progénitrices qui se
différencient en neurones (Zhong et Chia, 2008). L'épithélium s’épaississant au cours du
développement cérébral, les NEP commencent a exprimer des caractéristiques de cellules gliales et
s’orientent obliquement, étendant leurs prolongements vers la face externe du tube neural (pole
basal). Ces cellules sont ainsi référencées comme cellules de la glie radiaire (CGR) (Kriegstein et Gotz,
2003). Ces cellules se divisent asymétriquement afin de générer des neurones et des cellules
progénitrices intermédiaires (CPI). Les CPI donnent naissance a des neurones par division symétrique.
Les cellules de la glie radiaire ne se limitent donc pas a des cellules de soutien, permettant la
migration des neurones de leur site de formation vers leur position finale. Elles peuvent étre
également considérées comme des cellules souches neurales (Rakic, 2003). A la fin du

développement embryonnaire, quand les neurones ont achevés leur migration, la majorité des CGR
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se détache de la face apicale du neuroépithélium et se transforme en astrocytes. Une sous-
population de CGR reste en contact avec la face apicale et continue de se comporter en cellules
souches neurales au cours du développement post-natal. Les CGR post-natales générent des
neurones ou des oligodendrocytes via les CPI. Ces derniers se divisent a partir de la région apicale du
neuroépithélium, transloquent leur noyau vers la région basale de la ZV pour former une deuxieme
couche germinale, la zone sous-ventriculaire (ZSV) (Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009). Chez le
rongeur, une petite proportion de ces progéniteurs basaux sont capables de divisions symétriques
prolifératives, permettant ainsi le maintien du pool de progéniteurs basaux dans la ZSV (Figure 2)

(Farkas et Huttner, 2008).
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Figure 2: Neurogeneése corticale chez ’embryon.

Les cellules neuroépithéliales (NEP) localisées dans la couche cellulaire apicale du tube neural appelée zone
ventriculaire (ZV) se divisent rapidement, générant dans un premier temps les cellules de la glie radiaire (CGR),
puis les cellules progénitrices intérmédiaires (CPlo et CPIn) et neuroblastes. Les CGR, considérées comme des
cellules souches neurales, expriment des caractéres de glies différenciées et émettent de longs prolongements
qui servent de support pour la migration des neurones néoformés. Cette migration dite radiaire, importante
pour I'établissement d’une organisation cérébrale normale, se fait de la ZV vers les couches émergentes du
néocortex. Une fois la migration neuronale achevée, les CGR se transforment en astrocytes et certaines en
cellules épendymaires. Cependant, un petit nombre de CGR reste accolé a la région apicale et continue de se
comporter en cellules souches neurales au cours du développement post-natal. CPIn, cellules progénitrices
intermédiaires générant les neurones; CPlo, cellules progénitrices intermédiaires générant les
oligodendrocytes ; MC, manteau cortical; NE, neuroépithélium; ZM, zone marginale; ZSV, zone sous-
ventriculaire ; ZV, zone ventriculaire. Adapté de A. Kriegstein et A. Alvarez-Buylla 2009.

2. Neurogenese chez I’adulte
Le développement de nouvelles méthodes de marquage de prolifération cellulaire dans les
années 90 (marquage bromodeoxyuridine BrdU par exemple) ont permis de mettre en évidence

I’existence d’une neurogenése au sein du SNC chez le rat et la souris adulte (Luskin, 1993; Corotto et
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al., 1993; Seki et Arai, 1993). Les principales structures cérébrales, capables de recevoir
naturellement de nouveaux neurones, ont par la suite été identifiées chez plusieurs mammiferes
incluant les rongeurs (Lois et Alvarez-Buylla, 1994), les primates non humains (Kornack et Rakic,
1999) et I'homme (Eriksson et al., 1998). Il s’agit du bulbe olfactif (relai central de I'information
olfactive) et de I'hippocampe (structure limbique) pour lesquels les neurones nouvellement formés
ont pour origine respective une zone germinative contenant des cellules souches: la ZSV des
ventricules latéraux (Alvarez-Buylla et Garcia-Verdugo, 2002) et la zone sous-granulaire (ZSG) du
gyrus dentelé de I'hippocampe (Kempermann et Gage, 2000). La neurogenése en dehors de ces deux

régions est extrémement limitée voire inexistante dans le SNC intact chez I'adulte (Figure 3)
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Figure 3: Neurogenése adulte dans le cerveau de mammiféres représentée par un schéma du cerveau adulte
de rat.

Les régions neurogéniques connues sont indiquées en rouge et les régions pour lesquelles des preuves
controversées de bas niveaux de neurogenése existent sont représentées en rose. Les régions n’étant pas sur le
méme plan sagittal, leurs localisations sont donc approximatives sur le schéma. Adapté de E. Gould 2007.

a) Lazone sous-ventriculaire des ventricules latéraux

La ZSV est localisée le long de I'épendyme constitué d’une fine couche de cellules bordant les
ventricules latéraux du cerveau (Figure 4). Les cellules épendymaires, générées par les CGR, ont
pendant un temps été considérées comme étant les cellules souches neurales adultes responsables
de la neurogenése dans la ZSV (Johansson et al., 1999). Plusieurs études ont cependant montré que
ces cellules sont quiescentes dans des conditions physiologiques normales et ne présentent pas les
propriétés de cellules souches in vitro (Doetsch et al., 1999). Il a été cependant observé que les
cellules dérivées de la CGR et présentes au sein de la ZSV, participent a la neurogenése a long terme
dans le bulbe olfactif. Plusieurs types cellulaires spécifiques de la ZSV, distinguables de part leur

morphologie, ont été observés et ont été classés en cellules de type A, B et C (Doetsch et al., 1997).
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Des sous-types de cellules se divisant lentement, exprimant la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein,
marqueur des astrocytes) et se comportant comme des cellules souches (Doetsch et al., 1999) ont
été morphologiquement définis comme cellules de type B. Ces cellules générent des CPl qui ont la
capacité de se diviser tres rapidement. Ces cellules d’amplification transitoire, extrément sensibles a
I'araC (un anti-mitotique), ont été définies comme cellules de type C. Ces CPI, définis comme cellules

de type A, donnent naissance par division symétrique a des neuroblastes (Figure 4).
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Une fois les neuroblastes générés, ceux-ci migrent par la suite dans le courant de migration

rostrale a travers le tissu neural mature jusqu’aux bulbes olfactifs.

b) Lazone sous-granulaire de I’hippocampe

Les nouveaux neurones de |'hippocampe sont générés dans la ZSG, qui est localisée a
I'interface de la couche de cellules granulaires et du hile de I"hippocampe, région impliquée dans
I'apprentissage et la mémoire. La neurogenese dans la ZSG a lieu dans un foyer cloisonné
étroitement associé avec des vaisseaux sanguins (Palmer et al., 2000), suggérant ainsi que des
facteurs dérivant des vaisseaux sanguins peuvent influencer le comportement des cellules souches
neurales (CSN) dans la ZSG. La ZSG contient deux types de cellules en division : les astrocytes
radiaires, appelés progéniteurs de type | (Pl) dérivés de la glie radiaire du neuroépithélium du gyrus

dentelé (Eckenhoff et Rakic, 1984), et les cellules sombres, dites cellules de type D ou progéniteurs
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de type Il (PIl) (Fukuda et al., 2003; Seri et al., 2004). En cohérence avec ce qui a pu étre observé dans
la ZSV au cours du développement et chez I'adulte, les Pl de la ZSG fonctionnent comme des
premiers précurseurs de nouveaux neurones dans le gyrus dentelé (Fukuda et al., 2003). Ces cellules,
exprimant la nestine et la GFAP, ont un prolongement proéminent qui traverse la couche de cellules
granulaires mais également de courts prolongements tangentiels le long de la ZSG (Seri et al., 2004).
Les Pl ne générent pas de neurones directement mais donnent naissance aux PIl par division
asymétrique. La plupart des neurones générés par les cellules Pll meurent entre la premiére et
seconde semaine apres leur genése. Les neurones qui survivent migrent dans la couche des cellules
granulaires (Kempermann et al., 2003). Contrairement aux neurones générés dans la ZSV, les
neurones provenant de la ZSG ne migrent que sur de courtes distances dans la couche granulaire.
Une fois arrivés a leur destination finale, ils projettent leurs axones dans la région CA3 de
I’hippocampe afin de former les fibres moussues et projettent leurs dendrites a I'extérieur de la

couche granulaire (Figure 5) (Kempermann et al., 2003; Markakis et Gage, 1999).
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Figure 5: Neurogenése dans la zone sous-granulaire (ZSG) dans le gyrus dentelé de I’hippocampe adulte.

(A) Coupe coronale de cerveau de rat. Le gyrus dentelé, identifié en rouge, est agrandi en B. (B) Structure de
I’hippocampe. L’encadré est agrandi en C. (C) lllustration schématique de la composition et de I'architecture de
la ZSG du gyrus dentelé. La neurogenése adulte dans le gyrus dentelé de I’hippocampe se déroule en 4 étapes.
Etape 1 : Prolifération. Les progéniteurs de type | (Pl ; rose) génerent des progéniteurs de type Il (Pll ; rouge) par
division asymétrique.

Etape 2 : Spécification. Les Pl donnent naissance a des neurones immatures.

Etape 3 : Migration. Les neurones immatures migrent dans la couche des cellules granulaires.

Etape 4 : Intégration synaptique. Les neurones immatures se différencient en neurones matures. lls projettent
leurs axones dans la région CA3 de I’hippocampe afin de former les fibres moussues et projettent leurs dendrites
a I'extérieur de la couche granulaire. CE, cortex entorhinal ; GD, gyrus dentelé ; ZSG, zone sous-granulaire.
Adapté de D.C. Lie et al 2004.
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3. Role des molécules immunes dans la neurogenese

Nous avons vu précédemment que la neurogenése in vivo était restreinte a deux régions bien
précises que sont la SZV et la ZSG. Cependant, des études montrent que des CSN prélevées dans de
nombreuses régions du cerveau sont capables in vitro de générer des neurones (Palmer et al., 1999).
L'incapacité de produire de nouveaux neurones dans le cerveau adulte ne serait donc pas due a
I'absence de cellules souches mais serait plutét due a des voies de signalisation locales qui
freineraient cette neurogenese. Connaitre ces mécanismes inhibiteurs afin de pouvoir moduler cette
neurogenése est donc important pour le développement des stratégies de restauration cellulaire,
notamment dans le cadre des maladies neurodégénératives. Il a été démontré que des molécules du
systéme immunitaire ont un impact sur la régulation de la neurogenése adulte. Parmi ces molécules,
on retrouve des molécules de I'immunité innée mais également des molécules produites lors de
I'inflammation (cytokines et chimiokines).

Les molécules de I'immunité innée impliquées dans la régulation de la neurogenése sont les
récepteurs spécifiques des cellules dendritiques du Sl appelés récepteurs de type Toll (TLRs : Toll-like
receptors) et la molécule C3a, peptide dérivé du systeme du complément, et son récepteur C3aR.

Les TLRs, comptant 10 a 12 membres chez 'homme et la souris, sont des récepteurs
spécifiques des cellules dendritiques du SI. Découvertes au milieu des années 90, ces protéines
transmembranaires de type 1 font partie de la famille des PRR (Pattern-recognition receptors) et sont
capables de détecter des motifs microbiens trés conservés appelés PAMPs (Pathogen-associated
molecular patterns) qui peuvent étre des lipides, lipoprotéines, protéines et acides nucléiques
provenant de bactéries, virus, parasites et champignons (Kawai et Akira, 2010; Akira et al., 2001;
Janeway et Medzhitov, 2002). Ces récepteurs sont classiquement impliqués dans I'immunité innée
immédiate et participent a la premiere défense d’un organisme lors d’'une agression. Les TLR2, 3 et 4
sont exprimés par les cellules souches neurales (Okun et al., 2010; Lathia et al., 2008; Ma et al., 2006;
Lafon et al., 2006). Des études montrent in vitro comme in vivo que le TLR2 facilite la neurogenése de
la ZSG du gyrus dentelé de I'hippocampe de souris adulte tandis que les TLR4 et TLR3 l'inhibent
(Lathia et al., 2008; Rolls et al., 2007). De plus, 'activation de TLR4 dans les cellules progénitrices de
la rétine de souris au cours de la période post-natale freine leur prolifération (Shechter et al., 2008).

Les molécules du complément, protéines circulantes ou membranaires connues du sérum,
jouent un role important dans la régulation de l'inflammation et dans la défense contre les
infections. Elles sont capables de reconnaitre une importante varieté de pathogénes via les motifs
microbiens appelés PAMPs et ACAMPs (apoptotic cell-associated molecule patterns). Ainsi, elles
peuvent détruire les pathogenes directement par lyse ou en recrutant des cellules phagocytaires

(Morgan et Gasque, 1996). Une étude montre I'expression des récepteurs des molécules du
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complément C3a et C5a dans les cellules progénitrices neurales (Rahpeymai et al., 2006). Chez la
souris, la neurogenese de la ZSV est favorisée par I'activation de la molécule C3a et de son récepteur
C3aR in vivo (Rahpeymai et al., 2006) et stimule la différenciation neuronale des cellules
progénitrices neurales in vitro (Shinjyo et al., 2009).

La mise en évidence de I'expression de facteurs dits immuns par les CSN et de leur action sur
la neurogenése pourrait représenter un lien entre les infections virales contractées lors du
développement in utero et la survenue de maladies neurodéveloppementales telles que I'autisme et

la schizophrénie (Ashwood et al., 2006; Ellman et Susser, 2009).

B.  Polarisation neuronale

La fonction du systeme nerveux dépend majoritairement de la complexité architecturale des
réseaux neuronaux. Cette complexité résulte de la morphologie particuliere que les neurones
acquiérent lors de leur différenciation a partir d’'une simple sphére. L'émergence ainsi que
I’élongation des axones et des dendrites forment les bases d’une connexion neuronale correcte.
Malgre la variété de formes de neurones au cours du développement neuronal, la pousse initiale
d’un neurite est observée chez tous les neurones et est divisée en trois étapes. Tout d’abord, la
forme sphérique initiale du neurone se brise et un bourgeon se forme. Puis ce bourgeon se

transforme en neurite qui se développe par la suite soit en axone ou en dendrites.

1. Polarisation neuronale in vitro

Il existe plusieurs systemes in vitro largement utilisés pour I'étude de la polarisation
neuronale : culture de neurones embryonaires d’hippocampe, neurones post-nataux du cervelet ou
encore les neurones ganglionnaires de la rétine. Ces systemes de culture in vitro ont permis de
comprendre certains des mécanismes intracellulaires et moléculaires impliqués au cours de la
polarisation neuronale car ils reproduisent in vitro certaines caractéristiques du développement in
vivo.

Un des modeles les plus utilisé est la culture de neurones d’hippocampe de rat (Craig et
Banker, 1994; Kaech et Banker, 2006). L’équipe de Banker a ainsi décrit en détail les changements
morphologiques qui se produisent au cours de cette polarisation (Dotti et al., 1988). Ils ont ainsi
divisé les évenements morphologiques en cing étapes (Figure 6). Suite a leur dissociation a partir de
cerveau embryonaire de rat, les neurones hippocampiques forment dans un premier temps une fine
membrane appelée lamellipode puis de nombreuses extensions trés fines appelées filopodes (étape
1). Apres quelques heures, de nombreux neurites immatures appelés également prolongements

mineurs se développent (étape 2). Ces neurites, qui possedent a leurs extrémités des structures
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mobiles appelées cOnes de croissance, sont de morphologie identique et suivent un processus
d’allongement/rétraction répété et aléatoire qui n’est possible que par un remaniement continuel du
cytosquelette d’actine. Un de ces neurites immatures commence a s’étendre plus rapidement et
devient beaucoup plus long que les autres neurites (étape 3). Ce prolongement suit alors les étapes
de différenciation axonale. Les autres neurites continuent de suivre leur processus
d’allongement/rétraction, maintenant ainsi leur longueur et se différencient en dendrites au bout de
qguelques jours (étape 4). Au cours de ce processus, les dendrites s’épaississent et forment des épines
dendritiques immatures. Une semaine environ apres ensemencement, les neurones établissent les
premiers conctacts synaptiques entre les filopodes dendritiques et les terminaisons axonales et

créent ainsi un réseau neuronal (étape 5).
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Figure 6: Etablissement de la polarisation des neurones hippocampiques in vitro.

Représentation schématique de la polarisation neuronale de neurones hippocampiques de rat.

Quelques minutes aprés ensemencement, les neurones forment de petites protrusions appelées filopodes (étape
1). Ces filopodes vont donner naissance aux neurites immatures appelés également neurites primaires (étape 2).
Puis un des ces neurites casse la morphologie symétrique initiale et croit rapidement, établissant ainsi la
polarité neuronale (étape 3). Quelques jours plus tard, les neurites restant s’allongent et se transforment en
dendrites (étape 4). Une semaine aprés ensemencement, les neurones créent des contacts synaptiques entre les
épines dendritiques et les terminaisons axonales, et forment un réseau neuronal fonctionnel (étape 5). Adapté
de N. Arimura et K. Kaibuchi 2007.

L'un des avantages de ce systeme de culture est la capacité des neurones dissociés d’établir
leur polarité morphologique et fonctionnelle in vitro et de présenter un systeme cellulaire
relativement homogeéne composé a 80% de neurones glutamatergiques pyramidaux et a 20%
d’interneurones GABAergiques.

L'un des gros challenges scientifiques est de comprendre dans un premier temps comment
une cellule, initialement de forme sphérique, se transforme en une cellule contenant de nombreux
neurites. Et dans un second temps, pourquoi I'un de ces neurites se différencie en un unique axone

et les autres en dendrites (Figure 7).
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a) L’émergence des premiers neurites

La croissance des neurites, découverte par Santiago Ramon y Caja, est un processus
fondamental dans la différenciation des neurones. La formation de ces neurites est déterminée par
I’existence au niveau de la membrane plasmique de microdomaines caractérisés par la présence de
récepteurs spécifiques et de leurs protéines associées. Cependant, les mécanismes permettant la
formation de ces microdomaines sont encore mal identifiés. Deux hypothéses sont proposées (Figure
8): (A) une interaction entre la membrane plasmique du neurones en migration et un ligand
extracellulaire induit la formation de ce microdomaine ou (B) le microdomaine est déja pré-formé
puis activé par le ligand extracellulaire. Les ligands extracellulaires possible sont des molécules
solubles comme par exemple le FGF2 (fibroblast growth factors), TGF-§ (transforming growth factor-

B) ou les neutrophines (Labelle et Leclerc, 2000; Tucker et al., 2001).

Figure 8: Hypothéses de la formation du

t’?z—,\__\ Lgand O site d’initiation du premier neurite.
—- 4 pe— R (A) Modéle de formation du microdomaine.
) ‘ ' g Au cours de leur migration des neuroblastes,
un ligand spécifique induit la formation du
microdomaine qui permet la pousse du
premier neurite. (B) Modéle d’activation du
. Ligand £ microdomaine. Les neuroblastes possédent
o e— e e déja un domaine membranaire qui s’active
_D \ D —_— <>) — 9 en présence du ligand. Cette activation
> ' o o stimule la formation d’un site qui permet la

pousse du neurite. Adapté de J.S. Da Silva et
C.G.Dotti 2002.

Dans tous les cas, le premier signe de contact entre la membrane plasmique et le ligand
extracellulaire est le changement d’apparence de la membrane qui aboutit a la formation
d’extensions membranaires dynamiques formant un voile (lamellipodes) ou des pics (filopodes)
(Condeelis, 1993; Pantaloni et al., 2001). De nombreuses études montrent que les lamellipodes,
filopodes et les cones de croissance sont des structures spécialisées impliquées dans la

neuritogeneése (Dent et al., 2007; Igarashi et al., 1996; Kwiatkowski et al., 2007).
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(1) Domaines cellulaires importants impliqués dans
I’émergence des neurites

(a) Les lamellipodes et filopodes
Les lamellipodes et les filopodes sont des structures riches en actine localisées tout autour de
la cellule. 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
paralleles et non ramifiés. Les filopodes sont extrémement mobiles. lls s’allongent et se rétractent

rapidement continuellement suite a I'exploration de leur environnement.

(b) Le cone de croissance
Présent aux extrémités des neurites, le cone de croissance est un compartiment cellulaire
trés mobile (Figure 9). Cette structure permet la croissance des neurites grace a la perception de
signaux environnementaux (Dickson, 2002) qu’elle transmet au cytosquelette.
Il est composé d’une région centrale constituée d’organelles et de microtubules, d’une région
transitoire composée de filaments d’actine et de microtubules, et d’une région périphérique,
hautement dynamique et tres riche en actine-F, contenant des lamellipodes et filopodes (Figure 9)

(Ishikawa et Kohama, 2007).
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Figure 9: Structure du cone de croissance.

Le cbne de croissance est organisé en 3 régions bien distinctes : Le domaine périphérique riche en actine, le
domaine transitoire (bleu) et le domaine central riche en microtubules et en organelles. Deux superstructures
sont présentes dans le domaine périphérique : des filaments d’actine forment les filopodes et entre les filopodes
se trouvent des lamellipodes formés de maille d’actine. D’aprés S. Tahirovic et F. Bradke 2010.
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(2) Mécanismes cellulaires impliqués dans

I’émergence des filopodes et des neurites

Le cytosquelette, composant les différentes structures décrites précédemment, est
important puisqu’il permet I'établissement et le maintien de la polarité neuronale (Witte et Bradke,
2008). L'actine-F et les microtubules ont des proprietés fonctionnelles uniques qui leur permettent
d’établir et de réguler la polarité des neurones mais également d’autres types de cellules polarisées
(Li et Gundersen, 2008). Ce sont des polymeéres polaires qui sont composés, respectivement de sous-
unités d’actine monomérique globulaire (actine-G) qui lient et hydrolysent I’ATP, et de sous-unités
hétérodimériques de tubuline a et B qui lient et hydrolysent le GTP (Figure 10). La polarisation
résulte de |'association de ces sous-unités protéiques de maniere hélicoidale qui s’alignent toutes
dans la méme direction. Ainsi I'actine-F et les microtubules possédent deux extrémités distinctes,

barbée et pointue pour I'actine-F ; positive et négative pour les microtubules.
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Figure 10: Propriétés fondamentales des filaments d’actine et des microtubules.

(A) Représentation schématique d’un filament d’actine. Les filaments d’actine sont composés de sous-unités
orientées toutes dans la méme direction de ce fait il existe deux extrémités bien distinctes (barbée et pointue).
Les extrémités pointue et barbée du filament d’actine possédent des associations de sous-unités ainsi que des
vitesses de dissociation différentes. (B) Représentation schématique d’un microtubule. Les microtubules sont
constitués de sous-unités hétérodimériques, tubulines o, qui sont orientées dans la méme direction
permettant ainsi la distinction de deux extrémités différentes (positive et négative). Dans les deux cas, les
protéines motrices, myosine (A), kinésines et dynéines (B) se déplacent de maniere unidirectionnelle le long du
filament en raison des interactions répétées avec I'orientation réguliére des sous-unités. Adapté de R. Li et G.
Gundersen 2008.

Dans le cone de croissance, les extrémités barbées (croissance rapide) de I'actine-F sont
orientées vers le bord du cone de croissance tandis que les extrémités pointues (croissance lente)
sont orientées vers la base du cone de croissance (Figure 9). Les sous-unités d’actine-G liée a I’ATP
s’'intégrent continuellement vers I'extrémité barbée tandis que les sous-unités d’actine-G liée a I'’ADP

se dissocient de I'extrémité pointue (Figure 10, A). Cette dynamique des sous-unités d’actine résulte
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en un flux de sous-unités d’actine comme un tapis roulant permettant la régulation de la dynamique
du céne de croissance. Ce mécanisme est modulé par de nombreuses protéines comme la myosine
et/ou des régulateurs de I'actine (Ishikawa et Kohama, 2007). Concernant les microtubules, la
polymérisation, qui nécessite I'hydrolyse du GTP en GDP, s’effectue au niveau du péle positif orienté
vers I'extrémité du cone de croissance tandis que la dépolymérisation se déroule dans le pole négatif
souvent ancré dans le centrosome ou autres centres organisateurs des microtubules (MTOC) (Figure
10, B). Le mécanisme de régulation de la dynamique des microtubules s’appuie sur des phénomenes
de déstabilisation ou de stabilisation de I'organisation des microtubules (Geraldo et Gordon-Weeks,

2009).

(a) Protéines régulatrices de I'actine

Les protéines associées a |'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 contrblées par des protéines régulatrices qui s'inserent dans le réseau complexe
interagissant avec toute la cellule. Parmi ces protéines, il existe : des protéines dites de nucléation
(Arp2/3 et la formine) dont le role est d'initier la polymérisation, des 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 les actine-F.

Dans les lamellipodes, le complexe Arp2/3 permet l'initiation de la polymérisation des
filaments d’actine-F ramifiés (Ishikawa et Kohama, 2007) tandis que la formine joue ce role dans les
filopodes (Kovar, 2006; Faix et Rottner, 2006). Cependant, d’autres études suggerent un role du
complexe Arp2/3 dans la formation des filopodes et des neurites (Korobova et Svitkina, 2008). En
plus de ces protéines, il existe d’autres régulateurs de la dynamique du cone de croissance comme
WAVE (Wiskott-Aldrich syndrom protein [WASP]-family verprolin-homologous protein), Ena/VASP
(vasodilator stimulated phosphoprotein), la profiline et ADF (actin depolymerizing factor)/cofiline
(Ishikawa et Kohama, 2007). WAVE est exprimé dans les lamellipodes et fait partie d’'un complexe
protéique qui régule la polymérisation de I'actine dans les lamellipodes via Arp2/3 ou via la profiline
(Takenawa et Miki, 2001; Pilo Boyl et al., 2007). Les protéines Ena/VASP, localisées aux extrémités
des lamellipodes et des filopodes, accélerent la polymérisation de I'actine par leur activité anti-
capping (Krause et al., 2003). En effet, chez les mammiféres, la délétion des trois protéines Ena/VASP
conduit a la formation aberrante de paquets d’actine et l'incapacité a former des filopodes
(Kwiatkowski et al., 2007). De plus, les neurones délétés de ces protéines sont incapables de former
des neurites. Les protéines Ena/VASP peuvent recruter le régulateur de l'actine, la profiline,
cependant la relevance physiologique de cette interaction n’est pas encore claire (Krause et al.,

2003). La profiline est localisée dans les cones de croissance et favorise la formation des monomeres
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d’actine-G liés a I’ATP qui sont intégrés au niveau de I'extrémité barbée (Kwiatkowski et al., 2003).
L'absence de I'isoforme neuronale, profiline lla provoque la déstabilisation du cytosquelette d’actine
et une augmentation de la longueur et du nombre de neurites (Da Silva et al., 2003). De maniere
surprenante, les souris déficientes pour la profiline Il ont une polarisation neuronale normale,
suggérant que la profiline | compense I'absence de la profiline Il. Cependant, I'absence de la profiline
| est létale (Witke et al.,, 2001). Les protéines de fragmentation comme la cofiline sont aussi
impliquées dans la polarisation neuronale (Sarmiere et Bamburg, 2004). Deux des trois cofilines de
mammiféres (ADF et cofiline I) sont exprimées dans le cerveau. Elles sont abondantes dans les cOnes
de croissance des neurones. Elles lient avec une forte affinité I'actine liée a I’ADP par rapport a
I'actine liée a I’ATP, ce qui favorise son association au niveau de I'extrémité pointue du filament
d’actine et favorise la dépolymérisation de I’actine (Pak et al., 2008). Ces protéines régulant I'actine

modulent donc ensemble le cytosquelette d’actine afin de briser la symétrie neuronale.

(b) Protéines régulatrices des microtubules

Les microtubules sont des polymeéres trés instables qui suivent des phases alternatives de
polymérisation et de dépolymérisation. La stabilité des microtubules est régulée via les protéines
associées au microtubules (MAPs : microtubule-associated proteins). Certaines de ces protéines
comme MAP1B ou MAP2 sont particulierement intéressantes dans la polarité neuronale puisqu’elles
interagissent aussi bien avec l'actine qu’avec les microtubules. Les membres de la famille des
protéines plus-end tracking (+TIP) et les protéines de structure comme la famille MAP2/Tau
appartiennent la famille des MAPs (Dehmelt et Halpain, 2004). Certaines protéines +TIP s’accumulent
dans le microtubule en croissance au niveau de I'extrémité positive et ainsi régule sa dynamique
(Galjart, 2005). Cependant, leur réle dans la polarité neuronale reste a définir. Les MAPs de structure
comme MAP2/Tau sont fortement exprimées dans le systéme nerveux et régulent la formation des
neurites (Dehmelt et Halpain, 2004). Ces protéines agissent comme des stabilisateurs des
microtubules, et de ce fait sont capables de limiter leur dépolymérisation et ainsi favoriser leur
polymérisation. La diminution de I'expression de MAP2 inhibe la formation des neurites (Caceres et
al., 1992). Cependant les souris déficientes pour ces protéines ne développent pas de défauts au
niveau de la polarisation neuronale (Dehmelt et Halpain, 2004), suggérant une certaine redondance
avec les autres MAPs. Bien que la plupart des MAPs augmente la stabilité des microtubules par
fixation directe sur les polymeéres des microtubules, CRMP2 (collapsin response mediator protein-2)
se fixe aux sous-unités de tubuline libres et augmente leur liaison aux microtubules (Fukata et al.,
2002). Certaines données montrent que la protéine CRMP2 stimule 'assemblage des microtubules
via son activité GTPase et favorise ainsi la formation des neurites (Chae et al., 2009). Récemment, il a

été observé que l'isoforme courte de CRMP2 de 58KDa, présente aux stades embryonnaire et péri-
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natal uniquement, inhibe la croissance des neurites via sa séquence NLS (nuclear localization signal)
(Rogemond et al., 2008).
Les protéines régulant les microtubules ont le potentiel de gouverner la polarisation

neuronale par la modulation de la dynamique des microtubules (Kawano et al., 2005).

(c) Action coordonnées de I’actine et des microtubules
grace a la famille des protéines Rho GTPases ?

La nature des molécules qui font un lien entre elles pour coordonner les réponses aux
signaux extracellulaires et former les neurites est peu connue. Actuellement, la piste de la famille des
Rho GTPases (Ras-homologous guanosine triphosphatases) est privilégiée (Figure 11). Cette famille
joue un role d’intermédiaire entre les récepteurs membranaires et le cytosquelette d’actine dont elle
régule la dynamique (Wahl et al., 2000). Ces protéines alternent entre un état inactif lié au GDP et un
état actif lié au GTP. De nombreux régulateurs modulent la signalisation médiée par les Rho GTPases.
Les régulateurs positifs appelés Rho GEFs (guanine nucleotide exchange factors) facilitent la
transition de la forme inactive a la forme active des Rho GTPases tandis que les régulateurs négatifs,
les Rho GAPs (GTPase activating protein) provoquent I'effet inverse (Figure 11). Les Rho GTPases les
plus caractérisées sont les membres des familles RhoA (Ras homologous member A), Racl (Ras-
related C3 botulinum toxin substrat 1) et Cdc42 (cell division cycle 42).

Signaux
| Figure 11: Régulation des protéines Rho GTPases.
Les Rho GTPases existent sous deux états différents :

inactif lorsqu’elles sont liées au GDP et actif quand
elles sont liées au GTP. Deux classes de molécules

Inactif

(GbpP) e
' S— & facilitent ce changement d’état : les GEFs (guanine
nucleotide exchange factors) et les GAPs (GTPase
Rho GAPs Cycle GTPase Rho GEFs . . T
activating proteins). Les GEFs permettent I'activation
o Actlf EoD des protéines Rho GTPases, une fois liée au GTP elles

se lient a une variété d’effecteurs et provoquent ainsi

diverses activités biologiques. Au contraire les GAPs
maintiennent les Rho GTPases dans un état inactif.
* Adapté de L. Luo et al 2000.

Effectewrs

&

Cytosquelette d’actine

RhoA est impliqué dans la rétraction neuritique en régulant la contraction de I'actine liée a la
myosine Il (Luo, 2000). Racl participe a la formation des lamellipodes et Cdc42 a la formation des
filopodes en agissant sur le complexe Arp2/3 via les protéines N-WASP (Notarangelo et Ochs, 2003).
L'activation de Racl et Cdc42 favorise I’élongation des neurites alors que I'activation de RhoA I'inhibe
(Figure 12) (Kozma et al., 1997). Cependant, cette classification fonctionnelle n’est pas rigide et peut

étre révisée en fonction des modeéles cellulaires. Ces protéines sont également associées aux
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microtubules permettant ainsi des intrusions transitoires de ceux-ci dans les régions riches en actine-

F entrainant ainsi des changements dans la dynamique de I'actine (Dehmelt et Halpain, 2004).
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Les microtubules et I'actine par I'intermédiaire des protéines Rho GTPases sont importants
pour briser la symétrie neuronale et permettre ainsi la pousse neuritique (Figure 13). Suivant les
ligands extracellulaires pergus, les signaux favorisant ou inhibant la croissance neuritique sont
transmis au cytosquelette d’actine par l'intermédiaire d’'un méme groupe de molécules. Cependant

les mécanismes impliqués ne sont pour I'instant pas entierement connus.
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Figure 13: Réle de des protéines associées a I’actine dans la formation et I’extension des neurites
(A) Quand la stabilisation de la sphére est nécessaire, la cellule recoit un signal inhibiteur de I'extension
neuritique qui active via les GEFs ou inhibe via les GDIs et GAPs les petites protéines GTPases (RhoA, Racl et
Cdc42). Le signal est transmis par d’autres protéines effectrices (ROCK, WASP, le complexe Arp2/3 et JNK). Les



protéines associées a I'actine augmentent la stabilité de I'actine et inhibent la rupture de la membrane. (B)
Quand la formation des neurites est nécessaire, un signal favorisant cette formation transduit une cascade
d’événements intracellulaires qui provoque des changements d’activité des méme molécules effectrices. Cette
modification d’activité moléculaire induit la déstabilisation de I'actine et la rupture de la membrane formant
ainsi une extension neuritique. ABP, actin-binding protein; Arp, actin-related protein; Cdc42, cell-division cycle
42; GAP, GTPase-activating protein; GDI, guanine-nucleotide-dissociation inhibitor; GEF, guanine-nucleotide-
exchange factor; JNK, c-Jun N-terminal kinase; ROCK, Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase;
WASP, Wiskott-Aldrich syndrome protein. Adapté de J. S. Da Silva et C.G.Dotti 2002.

Parmi les protéines régulatrices des protéines Rho, la protéine GEF Vav est particulierement
intéressante pour notre étude. En effet, cette protéine est classiquement activée par la signalisation
médiée par la protéine CD3C. Suite a I'engagement du récepteur des lymphocytes T (TCR, T cell
receptor), la protéine CD3({ est phosphorylée permettant la formation d’un complexe de protéines
signalétiques incluant SLP-76, Nck et Vav (Barda-Saad et al., 2010; Tybulewicz, 2005). Ces protéines
sont importantes pour le controle du cytosquelette d’actine et sont de ce fait essentielles pour la
régulation des fonctions des lymphocytes T (LT). Des données récentes montrent I'importance de la
protéine Vav2 dans la formation des prolongements neuronaux. En effet, I'activation de cette
protéine favorise la ramification des neurites et des axones in vivo et in vitro (Moon et Gomez, 2010),
le développement dendritique et axonal ainsi que la formation des filopodes et épines dendritiques

in vitro (Murata et al., 2006).

b) Différentiation axonale

La différenciation des premiers neurites conduit a la formation d’un axone et des dendrites.
Cette spécification axonale et dendritique est réalisée grace a des signaux extracellulaires,
intracellulaires et aux mémes structures cellulaires impliquées dans I'émergence des neurites

incluant les filopodes, lamellipodes et cnes de croissance.

(1) Les grandes étapes de la spécification axonale
Les neurites formés passent par des cycles d’extension et de rétraction. Ces cycles sont
contrblés par des molécules extracellulaires répulsives (négatives) ou attractives (positives) qui
régulent la dynamique de I'actine et des microtubules et influencent le transport protéique (Figure

14) (Andersen et Bi, 2000).
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Figure 14: Modeéle de la spécification axonale au cours de la polarisation neuronale.

(A) Au cours de I'étape 1, les neurites s’étentent et se rétractent aléatoirement pour maintenir leur longueur.
(B) Quand la balance entre les signaux positifs et négatifs est déséquilibrée par les signaux extracellulaires au
cours de la transition entre I’étape 1 et 2, un des neurites croit rapidement. Adapté de N. Arimura et K. Kaibuchi
2007.

L’extension des neurites se divise en 4 étapes: (1) une augmentation de la fusion et du
recrutement de vésicules, (2) une augmentation locale de la concentration et de I'activation de
protéines de signalisation, (3) une augmentation de la dynamique de I'actine et (4) la stimulation de
la formation des microtubules. Suite a cette petite élongation, la réaction inverse se produit: (1)
déstabilisation des microtubules, (2) diminution de la dynamique de I'actine et (3) augmentation de
I’endocytose. De plus, chaque neurite renvoie un signal négatif dans le corps cellulaire afin d’inhiber
la spécification axonale (Andersen et Bi, 2000). Les signaux négatifs et positifs percus par les neurites
sont équilibrés avant la spécification axonale. Cependant cet équilibre est brisé par un signal
extracellulaire positif qui conduit a I'élongation d’un neurite et forme ainsi I'axone (Figure 14)
(Arimura et Kaibuchi, 2007). Cette élongation renvoie un signal négatif aux autres neurites afin
d’inhiber la formation d’un nouvel axone. Pourquoi un neurite plutét qu’un autre est sélectionné
pour former I'axone ? Quels sont les mécanismes impliqués dans cette sélection ? De nombreuses
études montrent une corrélation entre la localisation du centrosome et la différenciation de I’axone.
En effet, il s’oriente in vitro vers le neurite qui deviendra le plus long et permet le recrutement de
molécules de signalisation comme Cdc42 et le complexe Par (partitioning defective). Cette agrégation
sélective dans I'un des neurites permet la différenciation de ce neurite en axone (De Anda et al.,
2005; Mishra et al., 2008; Gupta et al., 2010). De méme, il a été montré que I'activité de la protéine
PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) est concentrée a I'extrémité du neurite qui deviendra I'axone

(Shi et al., 2003) et son inhibition empéche la spécification axonale (Ménager et al., 2004; Shi et al.,
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2003; Schwamborn et Pischel, 2004a). Récemment, une étude montre un réle de la protéine JNK (c-
Jun N-terminal kinase), membre de la famille des MAP (mitogen-activated protein) kinases (Manning
et Davis, 2003), dans la régulation de la polarité neuronale. Cette protéine phosphorylée est
sélectivement enrichie dans I'axone naissant et son inhibition pharmacologique ou génétique
empéche la formation de I'axone sans affecter celle des neurites et des dendrites (Oliva et al., 2006).
Les observations décrites ci-dessus indiquent que les signaux extracellulaires conduisent a
une réponse intracellulaire qui va permettre la détermination de I'axone au cours du développement
in vivo. Cependant, les neurones embryonnaires en culture (en I'absence de gradient physiologique
de signaux extracellulaires) se polarisent. Par conséquent, des cascades de signalisation
intracellulaire requises pour la polarisation neuronale sont activées méme hors du contexte
physiologique du cerveau en développement. Cela suppose qu’il puisse exister une programmation

intrinseque aux neurones pour I'établissement de leur polarisation.

(2) Signalisation impliquée dans la différenciation

axonale
Il existe différentes classes de molécules extracellulaires qui permettent I'activation de la
voie de signalisation impliquée dans la différenciation axonale. Elles incluent les familles des
protéines Wnt, des molécules d’adhésion comme la laminine et la vitronectine, des molécules de
guidage comme les sémaphorines et les nétrines, les neurotrophines comme le NGF (nerve growth
factor) et le BDNF (brain-derived neurotrophic factor). Parmi les voies de signalisation intracellulaires
impliquées dans la différentiation axonale, il y a la voie dépendante de la protéine PI3K et la voie

dépendante de la protéine kinase A (PKA) (Figure 15).
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(a) Voie dépendante de la PI3K

La protéine PI3K activée par la protéine Ras au cours de la transduction du signal, génére du
PIP3 (phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphate). Les signaux permettant [Iactivation de Ras
comprennent des récepteurs de facteurs de croissance, les molécules de guidage, les molécules
d’adhésion et le facteur Wnt. De nombreux travaux montrent le r6le majeur de la PI3K dans la
spécification axonale car l'inhibition pharmacologique de celle-ci bloque la formation de I'axone
(Jiang et al., 2005; Ménager et al., 2004; Shi et al., 2003; Yoshimura et al., 2006) et sa surexpression
engendre la formation de nombreux axones (Yoshimura et al., 2006). Deux protéines, Shootinl et
Singarl/2, interagissant avec la PI3K ont été identifiées comme des régulateurs potentiels de la
formation axonale (Mori et al., 2007; Toriyama et al., 2006). La surexpression de Shootinl favorise
I"accumulation de la PI3K dans les neurites et induit la formation excessive d’axones tandis que la
déficience en cette protéine empéche la formation de I'axone. Ces études mettent en évidence le
role de Shootinl dans la régulation de I'activité de la PI3K et son transport sélectif dans le futur
axone. Au contraire Singar inhibe la formation axonale en bloquant I'activité de la PI3K. En effet, la
diminution de I'expression protéique de Singar favorise la formation axonale. Une autre protéine
jouant un role en opposition directe avec I'activité de la PI3K est la protéine PTEN (phosphatase and
tensin  homolog deleted on chromosome 10). Elle déphosphoryle le PIP3 en PIP2
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) et de ce fait régule négativement la signalisation médiée par
la PI3K. La surexpression de la protéine PTEN empéche la formation de I'axone tandis que sa
répression la favorise (Jiang et al., 2005; Shi et al., 2003).

Suite a l'activation de la PI3K, la protéine kinase B, appelée également protéine AKT, est
recrutée par le PIP3 au niveau des cénes de croissance et activée par phosphorylation de sa
thréonine 308 et de sa sérine 473 (Shi et al.,, 2003). Cette protéine agit en aval de la voie de
signalisation médiée par la PI3K afin de réguler la formation de I'axone. En effet, la surexpression de
cette protéine favorise la genése axonale (Yoshimura et al., 2006). La protéine AKT régule I'activité de
plusieurs protéines par des processus de phosphorylation. Elle peut notamment inhiber I'activité de
la protéine kinase GSK3[3 (glycogen synthase kinase 3) (Delcommenne et al., 1998), une protéine
sérine/thréonine kinase qui inhibe la formation de I'axone (Jiang et al., 2005; Yoshimura et al., 2005).
L'inhibition de la GSK3 provoque la conversion des dendrites en axones démontrant ainsi que les
dendrites ont le potentiel de devenir des axones et que cette action est normalement réprimée par
I'activité de la protéine GSK3[. Ainsi pour former I’axone, la protéine AKT inhibe I'activité de la
protéine GSK3[3. De nombreuses cibles de cette protéine sont des effecteurs de la polarité neuronale
impliqués dans la régulation du cytosquelette des microtubules. L'un de ces effecteurs est la protéine
CRMP2 qui se lie aux microtubules et qui est enrichie dans les terminaisons des axones en formation.

La protéine CRMP2 inhibée par la protéine GSK3[B a une affinité de liaison diminuée pour les
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hétérodimeéres des microtubules ce qui les désassemble et empéche la formation de I'axone (Inagaki
et al., 2001; Yoshimura et al., 2005). Le PIP3 peut également s’associer a la protéine GAP-43 (growth-
associated protein-43) activée par la PKC (protéine kinase C). Ainsi les protéines GTPases de la famille
Rho, Cdc42 et Racl, sont recrutées et en s’associant avec le complexe PAR3/PAR6 favorisent la
différenciation axonale (Garvalov et al., 2007; Schwamborn et Plschel, 2004b; Lin et al., 2000). Les
protéines PAR3 et PAR6 se complexent également avec la PKC (Joberty et al., 2000). La surexpression

ou la mutation de ce complexe perturbe la formation axonale (Shi et al., 2003).

(b) Voie dépendante de la protéine kinase A, PKA

Une autre voie impliquée dans la spécification axonale est celle médiée par la PKA. Cette voie
de signalisation intracellulaire peut étre activée par les neurotrophines, nétrines ou les sémaphorines
(Adler et al., 2006; Chen et al., 2008; Polleux et al., 1998). L’activation de la PKA induit la
phosphorylation de la protéine LKB1 appelée également PAR4 (Collins et al., 2000; Sapkota et al.,
2001; Shelly et al., 2007). Pour étre active, la protéine LKB1 doit étre phosphorylée et se lier a son co-
activateur, la protéine Strad. La délétion génétique de la protéine LKB1 dans les neurones
pyramidaux du cortex bloque la formation des axones tandis que la surexpression de LKB1 et de son
co-activateur Strad dans les progéniteurs neuronaux ou celle de LKB1 seul dans les neurones post-
mitotiques conduit a la formation de plusieurs axones (Asada et al., 2007; Barnes et al., 2007; Shelly
et al., 2007). De plus, il a été démontré que la phosphorylation des protéines kinases SAD A et B par
LKB1 est nécessaire pour la formation axonale. L’absence des kinases SAD inhibe la capacité de LKB1
a former 'axone in vitro et in vivo supposant ainsi que la fonction de la protéine LKB1 dérive de
I'activation des protéines SAD A et B (Barnes et al., 2007; Kishi et al., 2005). La surexpression des
protéines SAD favorise la formation des axones (Choi et al., 2008).

Une fois I'axone formé, des molécules neurotrophiques, participent également a la
régulation de sa croissance. En effet, des études montrent que le BDNF et le NGF favorisent
I’élongation axonale (Tucker et al., 2001; Yoshimura et al., 2005) mais peuvent également augmenter
le nombre de ramifications des terminaisons axonales sans affecter la longueur de I'axone (Madduri
et al., 2009; Ozdinler et Macklis, 2006). De plus, via leur fixation aux intégrines, les protéines de la
matrice extracellulaire (MEC) ont une action coordonnée avec les neurotrophines afin de réguler
efficacement la croissance axonale (Goldberg et al., 2002; Liu et al., 2002). Les intégrines activées par
les protéines de la MEC stimulent la croissance axonale par la régulation de la dynamique des
microtubules et par I’activation de la transcription génique (Ffrench-Constant et Colognato, 2004).
Chez les mammiferes, I'inhibition des Rho GTPases bloque la croissance axonale stimulée par les
nétrines in vitro (Yuan et al., 2003). En effet, chez la drosophile, des défauts de I'activité de Racl

bloquent la croissance axonale (Ng et Luo, 2004) et sa surexpression chez la souris provoque une
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diminution de I'arborisation terminale axonale (Luo et al., 1996). Cependant, certains résultats
indiquent que Racl favorise la croissance axonale (Kozma et al., 1997; Ng et al., 2002). Ces données
suggerent que suivant la signalisation impliquée, Racl peut a la fois activer ou réprimer la croissance
axonale. De plus, RhoA est un acteur central dans la régulation de la croissance axonale, mais son
action est différente suivant le modéle étudié. En effet, chez le rat, il est essentiel a la régulation
positive de la croissance axonale des neurones de I'hippocampe (Ahnert-Hilger et al., 2004). A
I'inverse, chez la drosophile, son activation provoque une inhibition de la pousse axonale (Brouns et
al.,, 2001). Ces données suggérent une extréme adaptation de I'action de RhoA en fonction du
contexte physiologique. Bien que certaines études montrent que le Cdc42 réprime la croissance
axonale chez la drosophile et chez le Xénope (Luo et al., 1994; Ruchhoeft et al., 1999), il semble qu’il
soit en général un régulateur positif chez le rat (Schwamborn et Plischel, 2004a) (Figure 15).

Il a aussi été montré que les netrines et les neurotrophines stimulent la croissance axonale
via le facteur de transcription NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) (Graef et al., 2003).
L'activation du facteur NFAT est dépendante de I'activation de la calcineurine par le calcium
intracellulaire (Hogan et al., 2003). De nombreuses études montrent I'implication de la voie de
signalisation Calcineurine/NFAT dépendante du calcium au cours du développement neuronal (Groth
et Mermelstein, 2003; Graef et al., 2003). En effet, les souris déficientes pour le NFAT ont des défauts
majeurs de la croissance axonale ainsi que des anomalies de projections axonales. Il a également été
montré que les sémaphorines 7A et 4D favorisent la croissance axonale (Masuda et al., 2004;

Pasterkamp et al., 2003) tandis que la sémaphorine 3A I'inhibe (Ben-Zvi et al., 2008).

c) Différenciation dendritique

(1) Les grandes étapes de Ila différenciation

dendritique

Une fois la spécification axonale achevée, les neurites restant vont se différencier en
dendrites. La maturation des dendrites consite en une série d'étapes qui inclut (1) I'élongation
dendritique, (2) la ramification des dendrites, la formation des épines dendritiques et des synapses
(3) puis la stabilisation (Williams et Truman, 2004; Portera-Cailliau et al., 2003; Polleux et al., 1998).

La croissance initiale des dendrites est relativement lente puis s’accélere. Par exemple, la
longueur totale des dendrites augmente de 50 a 100 um au cours des premieres 24h du
développement de I'arborisation dendritique puis la croissance est 4 fois plus rapide au cours des

48h suivantes (Wu et al., 1999). Par la suite, la ramification dendritique se produit en étroite
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corrélation avec l'activité neuronale et la genese des synapses grace a la formation des épines
dendritiques. Les épines dendritiques sont des éléments post-synaptiques de la taille du micron. Elles
sont présentes sur les neurones épineux excitateurs (neurones pyramidaux du néocortex et
I’'hippocampe) mais aussi sur les neurones épineux inhibiteurs (cellules de Purkinje du cervelet et
neurones GABAergiques du striatum) (Harris et Stevens, 1989; Spacek et Hartmann, 1983). Ces
épines sont caractérisées par la présence d’une structure dense aux électrons visibles en microscopie
électronique, la densité post-synaptique (PSD), qui est associée a la membrane synaptique en regard
de I'’élément pré-synaptique. La PSD a une composition moléculaire complexe contenant notamment
des récepteurs au glutamate, des canaux ioniques, des molécules d’échafaudage et des protéines du
cytosquelette (Sheng et Hoogenraad, 2007). Certains de ces éléments seront plus particulierement
présentés au cours de cette introduction. Ces épines dendritiques peuvent étre générées au contact
d’un élément pré-synaptique a partir des filopodes présents sur le tronc dendritique (Portera-Cailliau
et al., 2003; Yuste et Bonhoeffer, 2004). Cependant, des études montrent une émergence des épines
dendritiques de maniere indépendante des filopodes (Marrs et al., 2001; Engert et Bonhoeffer,
1999). Dans certains neurones, les filopodes ne se transforment pas systématiquement en épines
dendritiques suggérant ainsi que la formation des épines dendritiques ne nécessite pas la formation
préalable de filopodes et inversement. A ce jour, les mécanismes impliqués dans la formation et la
maturation des épines dendritiques ne sont pas clairement définis.

Toutes ces étapes participant a la différenciation dendritique sont hautement régulées par

des signaux extracellulaires présents dans I’environnement local des neurones.

(2) Signalisation impliquée dans la différenciation
dendritique

Malgré de nombreuses données concernant la croissance et |'élaboration des
embranchements dendritiques, les mécanismes moléculaires responsables de la spécification
dendritique sont encore trés mal connus.

Certaines études montrent que les protéines motrices du cytosquelette des microtubules
peuvent affecter I'identité du neurite et que la protéine Kif23 est nécessaire pour la formation et la
maintenance des dendrites (Figure 16) (Sharp et al., 1997; Yu et al., 2000). Il a été montré que les
neurones sympathiques forment des axones mais pas de dendrites en I'absence de sérum et de
support glial in vitro (Tropea et al., 1988). De maniére intéressante, le traitement avec certaines
protéines BMP (bone morphogenetic protein), appartenant a la superfamille du TGF-f3 (transforming
growth factor), induisent la formation des dendrites de ces neurones in vitro cependant ce réle n’a

pas encore été démontré in vivo (Beck et al., 2001; Guo et al.,, 2001; Lein et al., 1995). D’autres
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résultats montrent que cet effet est médié par I'activation de la protéine Smad1 et du protéasome
(Guo et al., 2001). Certaines études révelent que le récepteur 2 des BMP facilite I’activation de la
protéine kinase LIMK1 via Cdc42 et ainsi favorise la formation des dendrites (Lee-Hoeflich et al.,
2004). Rit, une petite protéine GTPase inhibe les effets induits par la stimulation du facteur soluble
BMP7 via |’activation des protéines ERK1/2 (Lein et al., 2007). De plus les ligands dérivés du TGF-
favorisent la formation dendritique dans les neurones ganglionnaires de la rétine chez le Xénope in

vivo et in vitro (Hocking et al., 2008).
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Figure 16: Voies de signalisation impliquées dans la spécification dendritique au cours de la polarisation
neuronale.
Les fléches rouges indiquent la régulation négative tandis que les bleues indiquent la régulation positive.

De nombreuses familles de molécules régulent le développement dendritique. Parmi ces
différentes familles, on trouve des facteurs de transcription, la famille des protéines Rho GTPases,

des protéines d’échafaudage, des molécules d’adhésion et des molécules de guidage.

(a) Facteurs de transcription
Une voie de signalisation dépendante du calcium mettant en jeu le facteur de transcription
CREB (cAMP response element binding protein) est importante dans le développement dendritique.
CREB se lie constitutivement a I’ADN et quand il est phosphorylé au niveau de la sérine 133, il se fixe
a un coactivateur de la transcription, la protéine CBP (CREB binding protein) et permet ainsi la

transcription de génes. Le mécanisme par lequel CREB et CBP régulent la croissance dendritique n’est
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pas encore défini. Cependant, I'implication de CREB et CBP est évident car la perturbation de I'un de
ces facteurs altére le développement dendritique (Redmond et al., 2002).

Un autre facteur de transcription activé par le calcium, CREST (calcium-responsive
transactivator) est aussi impliqué dans le développement dendritique (Aizawa et al., 2004). En effet,
des études in vitro et in vivo sur des souris déficientes pour CREST montrent des anomalies du
développement dendritique (Redmond et Ghosh, 2005). Localisé constitutivement dans le noyau, il
ne possede pas de domaine de liaison a I’ADN et se lie directement aux coactivateurs CBP et p300.
Les mécanismes de régulation induits par le calcium restent a ce jour inconnus. CREB et CREST
partagent donc le méme coactivateur, CBP, ainsi qu’une fonction commune dans la croissance
dendritique médiée par le calcium. La fonction de régulation de CBP apparait donc comme centrale
dans ce mécanisme et dans le choix du facteur de transcription impliqué.

Le facteur de transcription NeuroD, appartenant a la famille des protéines dites bHLH (basic
helix-loop-helix), est exprimé dans les neurones avant méme que la spécification axonale ou
dendritique ne s’est effectuée (Lee et al., 2000), suggérant ainsi que ce facteur de transcription ait un
role dans la croissance axonale et dendritique. L’inactivation du gene codant pour le neuroD dans les
neurones granulaires du cervelet provoque I'inhibition du développement dendritique sans affecter
la pousse axonale. Cette étude révele donc un réle sélectif du NeuroD dans la formation des
dendrites (Gaudilliere et al., 2004).

Récemment, il a été montré que les protéines Cux (Cuxl et Cux2), appartenant a la famille
des facteurs de transcription a homéodomaines, régulent I'établissement des embranchements
dendritiques et la morphologie des épines dendritiques des neurones pyramidaux du cortex chez la

souris in vivo et in vitro (Cubelos et al., 2010; Li et al., 2010).

(b) Les petites protéines de la superfamille des GTPases

Il a été montré que la surexpression de Racl provoque une augmentation de la complexité
dendritique (Lee et al., 2003; Luo et al., 1996) tandis que RhoA génere un effet négatif sur la
croissance dendritique. L'expression constitutive de la forme active de RhoA dans les neurones de
mammiféres (Ahnert-Hilger et al., 2004; Nakayama et al., 2000) ou non (Ruchhoeft et al., 1999; Lee
et al., 2000) induit une diminution de la croissance dendritique. Le modele de régulation ainsi
proposé est que sous des conditions physiologiques normales, la voie dépendante de RhoA est
réprimée afin de permettre la croissance dendritique et est localement activée quand cette
croissance doit étre limitée. Cdc42 semble jouer un rble particulierement important dans le
remodelage et la ramification dendritique en favorisant la croissance de I'arborisation dendritique
dans les neurones pyramidaux du cortex (Hayashi et al., 2002). Les protéines Rho ont également une

influence considérable sur les épines dendritiques. La surexpression de Racl et RhoA dans les
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neurones corticaux pertube la formation des épines (Tashiro et al., 2000). Rac1 favorise la formation
des épines tandis que RhoA réduit leur nombre et leur longueur. Les mémes résultats ont été
observés dans les neurones de I'hippocampe et les cellules de Purkinje (Nakayama et al., 2000;

Tashiro et al., 2000).

(c) Protéines d’échafaudage

Alors que ces protéines ont été largement caractérisées pour leurs roles dans la formation et
la régulation des synapses, des données récentes montrent également leur importance dans la
régulation de la morphologie des dendrites.

La PSD-95 (post-synaptic density 95), Shank et homer présentent des fonctions de
régulateurs du développement dendritique (Charych et al., 2006; Quitsch et al., 2005; Tanaka et al.,
2006). L'interaction entre la PDS95 et les protéines snapin permet l'inhibition de la croissance
dendritique tandis que son interaction avec les protéines cypin la favorise. Les protéines PSD-95,
snapin et cypin forment donc un complexe moléculaire modulant la croissance dendritique (Charych
et al., 2006). La protéine Homer, en modulant la concentration de calcium intracellulaire réprime la
croissance dendritique des neurones de Purkinje du cervelet (Tanaka et al., 2006).

La protéine Shank quant a elle stimule la croissance dendritique via I'activation de la voie
dépendante de Rac et par la réorganisation du cytosquelette d’actine (Proepper et al., 2007). Ce réle
de régulateur positif de Shank est médié grace a son interaction avec d’autres molécules comme la
Densin-180. La Densin-180 est une autre protéine de la PSD, qui suite a sa liaison avec la 8-caténine
induit une diminution de la croissance dendritique (Quitsch et al., 2005). En effet, cette interaction
entre la Densin-180 et la 5-Caténine est nécessaire pour moduler I'activité des Rho GTPases et de ce
fait inhiber le développement dendritique (Martinez et al., 2003). Quand shank est activé, la liaison
entre Densin-180 et 5-Caténine est inhibée, favorisant ainsi la croissance dendritique. 1l s’établit donc
entre ces protéines une communication moléculaire qui permet la régulation fine de la croissance
dendritique.

Une autre protéine de la PSD, Gripl, est impliquée dans le développement dendritique. Son
activation dans les neurones de I’hippocampe induit une arborisation dendritique moins complexe
sans aucun affet sur la croissance axonale (Hoogenraad et al., 2005). Grip1 est donc essentiel pour le
développement et le maintien de I'arborisation dendritique.

Ces études montrent I'importance nouvelle des protéines d’échafaudage de la PSD dans les

mécanismes de développement neuronal.
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(d) Facteurs de croissance

Le BDNF, NT-4/5 (neurotrophin-4/5), NT-3 et NGF provoquent également I'augmentation de
la complexité dendritique (Horch et Katz, 2002; McAllister et al., 1995). Cependant, ces facteurs
n’exercent pas un role sur tous les neurones, leur fonction est dépendante en particulier du type
cellulaire. En effet, par exemple, NT-3 stimule la croissance dendritique des neurones de la couche 6
du cortex tandis que son action est moindre voir nul dans les autres couches du cortex (McAllister et
al., 1995). La spécificité d’action de ces facteurs est due a un haut degré de régulation qui passe par
un systéme d’endocytose, un systeme de régulation de [I'expression des récepteurs aux

neurotrophines et par 'expression de co-activateurs.

(e) Les molécules de guidage

La Sema3A (sémaphorine 3A) et la Sema4D augmentent la croissance et la complexité de
I"arborisation dendritique des neurones hippocampiques in vitro (Vodrazka et al., 2009; Schlomann et
al., 2009).

Dans les neurones ganglionnaires de la rétine (NGRs), Slit, glycoprotéine sécrétée, favorise in
vitro la ramification des dendrites via le récepteur Robo 2 (Hocking et al., 2010). Il a été également
montré que Slitl stimule la croissance dendritique et la ramification des dendrites des neurones
corticaux via les récepteurs Robo in vitro chez le rat (Whitford et al., 2002b) mais également chez la

drosophile (Dimitrova et al., 2008).

(f) Les molécules d’adhésion cellulaire
Certains types de molécules d’adhésion sont impliqués dans des mécanismes d’adhésion
intercellulaires, comme les protéines Dscam (Down syndrome-related cell adhesion molecule) ou
Notch. Le systeme Notch présente une importance particuliere dans la mise en place de
I'arborisation dendritique. En effet, par un mécanisme d’activation de la transcription génique, il
inhibe I’élongation des dendrites (Sestan et al., 1999) et augmente leur nombre de ramifications
(Redmond et al., 2000). Les protéines Dscam sont aussi nécessaires au blocage de la croissance

dendritique (Hughes et al., 2007; Matthews et al., 2007).

(3) Croissances axonale et dendritique
Le contréle de la croissance axonale est de loin plus documentée que celui de la croissance
dendritique. Néanmoins, il est possible d’envisager I'existence d’'un schéma général de la croissance
commun a I'axone et aux dendrites dépendant du remaniement de I'actine-F et des microtubules.

L’élongation du céne de croissance permettant la croissance de I'axone ou des dendrites se déroule
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en trois étapes : protrusion, engorgement et consolidation (Lee-Hoeflich et al., 2004). La protrusion
s’opere par I'élongation rapide des dendrites ou de I'axone via la polymérisation de I'actine-F. Cette
protrusion est par la suite envahie par les microtubules, amenant dans leur sillage des vésicules
membranaires et des organelles. Cette étape est dite engorgement. La consolidation, qui vise a
stabiliser le systeme se produit une fois que l'actine-F entourant les microtubules disparait,
permettant a la membrane plasmique d’entourer le réseau de microtubules. Ces trois étapes se

répéetent ainsi jusqu’a I’élongation de I'axone et des dendrites (Figure 17).
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L'activité neuronale joue un rdle crucial dans le développement axonal et dendritique. La
dépolarisation ou I'élévation du niveau d’AMPc stimule I'expression du récepteur aux neurotrophines
TrkB dans les neurones ganglionnaires de la rétine et dans les neurones des ganglions rachidiens in
vitro (Meyer-Franke et al., 1998; Goldberg et al., 2002). De ce fait, I'action du BDNF est augmentée et
induit une augmentation de la longueur de I’axone. De plus de nombreuses études ont montré que le
blocage ou I'atténuation de I'activité neuronale affecte le développement dendritique. En effet, le
blocage pharmacologique de cette activité provoque des altérations de la croissance dendritique
(Rajan et Cline, 1998). Certains résultats montrent que |’activation de cette activité augmente la
complexité de I'arborisation dendritique (Redmond et al., 2002; Vaillant et al., 2002; Wayman et al.,
2006). L'importance de l'activité neuronale dans la formation des prolongements neuronaux a
également été mise en évidence in vivo. La stimulation de I'activité neuronale par une exposition a
un environnement riche induit une augmentation de la complexité de I'arborisation dendritique
(Holloway, 1966). Il a également été observé que suite a une section de I'axone, une stimulation

électrique accélére sa régénération (Geremia et al., 2007).
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2. Polarisation neuronale in vivo

Les premieres études de la polarisation neuronale in vivo ont été réalisées dans le néocortex
de primate en 1972 par Pasko Rakic. C'est par l'utilisation de la méthode de Golgi, basée sur la
fixation de particules de chromate d’argent sur la membrane de certains neurones, et le microscope
électronique qu’une description de la morphologie de neurones corticaux en migration a été
effectuée. Ces analyses ont mis en évidence I'emergence de I'axone a partir du prolongement de
traine (Figure 18) (Rakic, 1972). Ce n’est que 30 ans plus tard, grace au développement de traceurs
rétrogrades de I'axone que les travaux de Rakic ont été confirmés (Schwartz et al., 1991). Depuis, le
développement de la vidéomicroscopie confocale sur tissu vivant a permis I’'examination plus fine
des changements morphologiques des neurones en migration (Hatanaka et Murakami, 2002; Noctor

et al., 2004).

Ainsi grace a l'avancée technologique, les connaissances des différentes étapes de la
polarisation neuronale in vivo ont récemment progressées. Dans le néocortex, la mise en place de la
polarisation neuronale a lieu lors de la migration radiaire (Figure 18). Les neurones sont générés par
la division asymétrique des CGR dans la ZV et/ou par la division symétrique des CPI dans la ZSV
(étape 1) (chapitre I, A, 1). Apres leur derniére division, les neurones établissent une morphologie
multipolaire (étape 2) avant d’élaborer une forme unipolaire ou le prolongement de téte est attaché
a la glie radiaire et initie la migration radiaire (étape 3). Au cours de la migration radiaire, le
prolongement de traine se développe rapidement pour former I’axone tandis que le corps cellulaire
des neurones en migration est transloqué dans la plaque corticale (étapes 3-4). Une fois la migration
radiaire terminée, le prolongement de téte forme le dendrite primaire lorsque la région cérébrale
appropriée est atteine puis le neurone se détache de la glie radiaire (Figure 18). Le moment oU se
forment I'axone et les dendrites varie entre les structures cérébrales et les différents types de
neurones étudiés. Dans le cervelet, ol un mécanisme similaire a celui du néocortex est observé, la
croissance du premier dendrite a partir du prolongement de téte est accompagnée de la formation et

de la croissance d’autres dendrites primaires.
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Figure 18: Polarisation neuronale in vivo.

L’émergence de I'axone (A) des neurones du néocortex se produit au cours de la migration radiaire au sein de la
zone intermédiaire a partir du prolongement de traine (PT). L’émergence du dendrite (D) quant a lui a lieu a la
fin de la migration radiaire a partir du prolongement de téte (PTe). PL ; plaque corticale, ZI ; zone intermédiaire,
ZM ; zone marginale, ZSV ; zone sous-ventriculaire, ZV ; zone ventriculaire. Adapté de A.P. Barnes et F. Polleux
2008.

a)  Similitudes entre la polarisation in vivo et in vitro

Des caractéristiques communes sont observées au cours de la polarisation neuronale in vitro
et in vivo. Le stade intermédiaire de neurones multipolaires, présentant plusieurs petits neurites de
taille équivalente, est observé dans les deux systemes. De plus, au cours de la polarisation neuronale,
les mémes étapes sont observées, avec en premier lieu I'élongation axonale, suivie de la
différenciation dendritique (Craig et Banker, 1994). De méme, certaines protéines comme les
protéines associées a la PI3K et les protéines GTPases, impliquées dans la polarisation neuronale in
vitro (Ménager et al., 2004; Shi et al., 2003; Jiang et al., 2005; Yoshimura et al., 2006) le sont
également in vivo (Whitford et al., 2002a). Cependant, la fonction des autres molécules impliquées
dans la polarité neuronale sont basées principalement sur des données in vitro et n’ont pas toutes

été confirmées in vivo.

b) Différences entre la polarisation in vitro et in vivo.

Une étude récente a comparé les changements morphologiques des cellules ganglionnaires
de la rétine au cours du développement précoce in vivo et in vitro. Cette étude révele qu’in vivo
I'axone émerge des cellules polarisées en absence de neurites immatures alors qu’in vitro les

neurites sont formés avant que lI'axone ne le soit (Zolessi et al., 2006). Ces différences de
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morphologies observées in vivo et in vitro au cours de la polarisation neuronale pourraient étre dues
a la présence de signaux extracellulaires qui pourraient inhiber la formation des neurites immatures
in vivo. De plus, des études montrent que le centrosome et I'appareil de golgi, éléments du MTOC,
sont localisés vers le prolongement de téte qui deviendra le dendrite apical dans les neurones
corticaux en migration. Cependant ces études in vivo sont contredites par les études menées in vitro
sur des neurones d’hippocampe qui suggerent que le MTOC est orienté vers le neurite qui deviendra
I'axone (de Anda et al., 2005) correspondant au prolongement de traine in vivo. De futures

investigations sont a mener pour résoudre ces contradictions.

3. Role des molécules immunes dans la formation des

prolongements neuronaux

Plusieurs études montrent un rbéle des molécules de I'immunité adaptative dans la
polarisation neuronale. C’'est le cas du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 (CMHI) qui
joue un role important dans la formation des dendrites et des axones (Zohar et al.,, 2008).
L'application d’anticorps ciblant deux isotypes spécifiqgues du CMHI de souris induit une
augmentation de la croissance neuritique des neurones corticaux in vitro (Zohar et al., 2008). De plus,
le traitement avec un anticorps bloquant dirigé contre la protéine Ly49, un récepteur du CMHI, induit
une diminution de la croissance neuritique. Ces données suggérent que le CMHI neuronal agirait sur
la croissance des neurites en se liant au récepteur Ly49.

L'expression de la sous-unité CD3g, molécule signalétique associée au TCR, a été identifiée
dans les cellules de Purkinje dans le cervelet de souris (Nakamura et al., 2007). L'utilisation de souris
déficientes pour le CD3s démontre le role de cette sous-unité dans le développement dendritique. En
effet, 'absence du CD3¢ réduit la complexité de I'arborisation dendritique (Nakamura et al., 2007).

Une famille de molécules de I'immunité innée, la famille des TLRs est également impliquée
dans la polarisation neuronale. En effet, I'activation du TLR8, exprimé abondamment dans le cerveau
de souris aux stades embryonnaires (E12 a E21) et post-nataux (P1-P7), inhibe la croissance
neuritique (Ma et al., 2006). De plus, I'activation du TLR3 in vitro et in vivo inhibe la pousse axonale
(Cameron et al.,, 2007). Une étude récente montre que le traitement avec un agoniste du TLR2

stimule la neuritogenése des neurones ganglionnaires de la rétine in vitro (Hauk et al., 2010).

C. Les synapses
Suite a la maturation des axones et des dendrites, les neurones établissent des connexions
synaptiques. Mon travail de thése ne s’étant pas focalisé sur cette étape du développement

neuronal, la synaptogenése ne sera donc pas abordée dans cette introduction. En revanche, les
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caractéristiques structurelles et fonctionnelles des synapses excitatrices seront plus particulierement

décrites.

1. Structure et fonction des synapses

C’est grace a la microscopie électronique dans les années 50 que la visualisation des synapses
a été permise. Les travaux de George Palade et Keith Porter ont mis en évidence différents types de
synapses et leurs composants structuraux. Deux catégories de synapses existent : les synapses
électriques et chimiques.

Les synapses chimiques permettent la communication entre deux neurones via la sécrétion
hautement régulée de signaux chimiques appelés neurotransmetteurs (NT). Contrairement aux
synapses électriques, les synapses chimiques sont des jonctions polarisées qui transmettent
I'information dans une seule direction. Bien qu’il y ait une grande variété moléculaire et
morphologique de synapses chimiques, elles partagent les mémes caractéristiques fonctionnelles et
structurelles. Ce sont des jonctions cellulaires asymétriques formées entre les neurones et leurs
cibles. Elles sont formées de deux domaines spécialisés, 'un pré-synaptique et l'autre post-
synaptique (Gray, 1963). Le domaine pré-synaptique, contenant des vésicules synaptiques remplies

de NT, établit des contacts avec une ou plusieurs cellules post-synaptiques.

Dans le cas d’'une synapse excitatrice glutamatergique, la dépolarisation induite par I'activité
neuronale (potentiel d’action) entraine une entrée massive de calcium permettant la migration des
vésicules synaptiques du bouton axonal. Ces vésicules fusionnent a la membrane plasmique et
relarguent le glutamate dans la fente synaptique (espace étroit entre les cellules pré- et post-
synaptiques). Une fois le glutamate libéré, les vésicules synaptiques sont endocytées via les
clathrines, régénérées puis rechargées en NT (Brodin et al.,, 1997). Le glutamate se fixe a ses
récepteurs post-synaptiques (AMPA, NMDA et mGIuR) puis est recapturé par les transporteurs
(neuronaux et gliaux) afin d’interrompre la transmission synaptique. Les récepteurs de type AMPA
(ci-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) s’ouvrent rapidement sous l'action du
glutamate et dépolarisent la membrane grace a une entrée d’ions Na** et la sortie d’ions K. En
paralléle, les récepteurs de type NMDA (N-methyl d-aspartate) et les canaux Ca** dépendants du
voltage s’ouvrent et permettent I'entrée massive de calcium. Les canaux K" dépendants du voltage
s’activent également et favorisent la sortie des ions K. Ces mouvements d’ions de part et d’autre de
la membrane permettent la dépolarisation de la membrane et I'activation de nombreuses voies de
signalisations post-synaptiques. La fusion de ces vésicules ne se produit pas aléatoirement au niveau

de la membrane plasmique mais se déroule au niveau d’un domaine spécialisé appelé zone active
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(zA). Ces zones sont caractérisées par la présence d’une densité importante de protéines qui sont
intégrées dans la matrice extracellulaire (Phillips et al., 2001). En apposition directe avec cette ZA, se
trouve un troisieme domaine, appelé densité post-synaptique (PSD), situé dans la région post-
synaptique qui recoit les informations transmises par le neurone pré-synaptique. La PSD, permet le
regroupement des récepteurs aux NT, des canaux dépendants du voltage et de diverses molécules

signalétiques (Figure 19) (Garner et al., 2002; Sheng, 2001).
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Figure 19: Représentation schématique
de la structure d’une synapse chimique.
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Bien que ces caractéristiques soient partagées par toutes les synapses du SNC, des variations
dans la taille et I'organisation des ZA pré-synaptiques mais aussi dans I'épaisseur de la PSD ont été
documentées. Elles ont été corrélées avec (1) le type de synapses comme le type de NT libéré par un
bouton, (2) la fonction synaptique par exemple si la synapse est inhibitrice ou excitatrice et (3)

I’efficacité synaptique.

2. La synapse excitatrice
Les synapses chimiques sont capables de stocker les NT dans les vésicules pré-synaptiques.
Suivant le type de NT stockés et le type de récepteurs post-synaptiques correspondant, les synapses
peuvent étre excitatrices ou inhibitrices. Dans le SNC des mammiferes, le NT excitateur principal est
le glutamate.
La PSD au niveau des synapses excitatrices est plus épaisse et plus complexe que celle des

synapses inhibitrices et porte des récepteurs au glutamate (NMDA, AMPA et mGIuR), des protéines
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d’échafaudage et d’adhésion cellulaires et des protéines kinases et phosphatases (Figure 20) (Sheng
et Hoogenraad, 2007). Des études récentes ont analysé I'organisation de la PSD et ont identifié la
présence de microdomaines dans cette structure. Les récepteurs de type NMDA sont distribués sur
toute la membrane de la PSD tandis que les récepteurs de type AMPA sont localisés dans des petits
domaines subsynaptiques dans la PSD (Masugi-Tokita et al., 2007). Parmi les différentes molécules
d’adhésion cellulaires synaptiques, les cadhérines sont observées dans les régions périphériques de
la PSD ou elles apportent, en plus de leur réle dans la diffusion, des sites de liaison pour les

récepteurs (Saglietti et al., 2007).
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Figure 20: Structure d’une synapse excitatrice.
H, Homer ; Récepteurs TK, récepteurs tyrosine kinase. Adapté de M. Sheng et C.C Hoogenraad 2007.

a) Lesrécepteurs au glutamate

La grande diversité fonctionnelle des récepteurs au glutamate et leur important niveau
d’expression dans I'ensemble des structures du SNC les placent au centre de nombreux processus
aussi bien physiologiques que pathologiques. Le glutamate active deux grands groupes de
récepteurs : métabotropiques (mGIuRs) ou ionotropiques (iGluRs) (Hollmann et Heinemann, 1994;
Nakanishi et al., 1994). Il existe trois types de récepteurs ionotropiques (AMPA, NMDA et Kainate) et

une famille de récepteurs métabotropiques.
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(1) Les récepteurs métabotropiques (mGIuR)

Les mGluRs font partie de la superfamille des GPCR (G protein coupled receptor) formés de
sept domaines transmembranaires. A ce jour, huit sous-types de récepteurs métabotropiques ont été
clonés et caractérisés (mGIuR1-8) (Pin et Duvoisin, 1995). lls sont répertoriés en 3 groupes, en
fonction de leur homologie de séquence, des voies de signalisation qu’ils activent et de leur profil
pharmacologique (Nakanishi, 1992). Le groupe | contient les mGIuR1 et 5, le groupe Il mGIuR2 et 3 et
le groupe Ill regroupe les mGIuR 4, 6, 7 et 8 (Davies et al., 1995; Schoepp et al., 1999; Tamaru et al.,
2001). L'activation des mGluRs, leur distribution et la diversité d’actions de leurs seconds messagers,
leur conferent un réle dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques. Ils participent
ainsi par exemple a la modulation pré-synaptique de la libération des NT (groupe Il et lll) et dans la
plasticité synaptique dépendante de I'activation des récepteurs ionotropiques au glutamate de type
AMPA ou NMDA (groupe 1) (Anwyl, 1999; Farazifard et Wu, 2010; Niswender et Conn, 2010; Harney
et al., 2006).

(2) Les récepteurs ionotropiques (iGluR)

Les iGIuRs quant a eux sont des récepteurs canaux perméables aux cations qui se
différencient par leurs proprietes cinétiques, leur perméabilité au calcium ainsi que par leur
modulation par des composés endogénes autre que le glutamate. lls sont classifiés selon leur
agoniste exogene le plus sélectif : i) le récepteur AMPA ; ii) le récepteur kainate ; iii) le récepteur

NMDA. Seuls les récepteurs AMPA et NMDA seront présentés dans ce chapitre.

(a) Récepteurs de type AMPA

Les récepteurs AMPA répondent immédiatement a la libération pré-synaptique du glutamate
et sont essentiellement perméables aux ions sodium et potassium, permettant la transmission
synaptique excitatrice rapide (Rosenmund et al.,, 1998). Ces récepteurs sont composés d’une
combinaison de sous-unités hétérodimériques (GIuR1-4) (Hollmann et Heinemann, 1994). La plupart
des récepteurs AMPA dans I'hippocampe et le cortex adulte sont composés des sous-unités
GIuR1/GIuR2 et GIluR2/GIuR3 (Craig et al., 1993). Comme le niveau d’expression de la sous-unité
GluR3 est faible, 70% des sous-unités GIluR2 s’associent aux sous-unités GluR1 (Wenthold et al.,
1996) méme si la sous-unité GIuR4 est exprimée dans certaines régions matures du cerveau (Zhu et
al., 2000).

La sous-unité GIuR2 est critique pour la fonction des récepteurs AMPA. En effet, les
récepteurs contenant cette sous-unité sont imperméables au Ca** alors qu’ils sont perméables en

I’absence de celle-ci (Bassani et al., 2009). Le résidu arginine porté a la position 607 dans la boucle du
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pore du récepteur AMPA empéche I'entrée du Ca®'. Cette particularité est due a une édition de
I’ARNm qui provoque le remplacement de la glutamine (présente dans les autres sous-unités) par
I'arginine (Seeburg et Hartner, 2003). L’édition est essentielle pour la fonction cérébrale car des
défauts de ce processus induisent la mort prématurée et des dysfonctions neurologiques (Egger et
al., 1999; Feldmeyer et al., 1999).

Ces dernieres années, plusieurs protéines partenaires des récepteurs AMPA ont été
identifiées. La majorité sont cytosoliques et se lient a la queue C-terminale de la sous-unité GIuR2

(Figure 21) (Bassani et al., 2009; Garner et al., 2000; Sheng, 2001).

Figure 21: Représentation schématique
du récepteur AMPA et des protéines qui
régulent son accumulation au niveau des

synapses.
La sous-unité GIuR1 lie la protéine SAP97.

@% ‘ La région C-terminale de la sous-unité
4.1 N/G ABP/GRIP GluR?2 lie directement les protéines NSF ou

AP2, ABP/GRIPS ou PICK1. La N-Cadhrin,
les protéines TARP et PSD-95 régulent

KIF5 I'accumulation et la rétention des
récepteurs AMPA au niveau des synapses.
Adapté de G.L Collingridge 2004.
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Les protéines ABP (AMPA receptor binding protein), GRIP (glutamate receptor-interacting
protein) et PICK1 (protein interacting with C-kinase-1) contiennent des domaines PDZ (PSD-95/Discs-
large/Zona Occludens-1) qui interagissent avec la sous-unité GIuR2 (Bassani et al.,, 2009).
L'interaction de la sous-unité GIuR2 avec les protéines GRIP/ABP favorise |"accumulation des
récepteurs AMPA a la synapse. GRIP, en se liant a la protéine KIF2, permet le transport de la sous-
unité GIluR2 dans les dendrites. De plus, PICK1 semble contréler le transport des récepteurs AMPA et
I’endocytose de la sous-unité GIuR2 (Perez et al., 2001). La protéine NSF, une protéine ATPase
connue pour son role important dans la fusion membranaire, se lie a la sous-unité GIuR2 (Nishimune
et al., 1998; Osten et al., 1998). Des études montrent que cette interaction est nécessaire pour le
transport et le maintien de I'expression des récepteurs AMPA a la synapse (Lee et al., 2002;
Nishimune et al., 1998). Cependant, leur réle n’est pas clairement défini.

La stargazine, protéine transmembranaire contenant des domaines PDZ, s’associe aux
protéines SAP102 et PSD-95 et interagit directement avec les récepteurs AMPA (Chen et al., 2000;

Dakoji et al., 2003). La mutation de la stargazine provoque des épilepsies et une ataxie cérébelleuse
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induites par I'absence de récepteurs AMPA a la surface des cellules granulaires du cervelet (Chen et
al., 2000). La stargazine semble avoir un role dans le transport et I'agrégation des récepteurs AMPA.
La stargazine appartient a la famille des TARPs (transmembrane AMPA regulatory proteins) (Tomita
et al., 2003). Les TARPs sont associées rapidement aux récepteurs AMPA au cours de leur synthese et
permettent de contréler leur assemblage, leur adressage a la membrane et leurs propriétés
biophysiques (Nicoll et al., 2006). Elles permettent de stabiliser les complexes et donc de faciliter leur
transport dans le réticulum endoplasmique (Tomita et al., 2003; Vandenberghe et al.,, 2005). La
localisation synaptique des récepteurs AMPA dépend de l'interaction de la stargazine avec la PSD-95
(ziff, 2007). La stargazine peut également se lier a la protéine PSD-93 (Dakoji et al., 2003).
L'interaction de la sous-unité GluR1 avec SAP97 est nécessaire pour la translocation de la
sous-unité GIuR1 vers la synapse lors de la potentialisation a long terme (LTP) induite par la CaMKII et

le calcium (Leonard et al., 1998; Hayashi et al., 2000).

En résumé, les récepteurs AMPA sont concentrés a la synapse ou ils permettent la
transduction rapide des signaux excitateurs. La localisation de ces récepteurs est fortement
dépendante des protéines comme les TARPs. Le transport des récepteurs est régulé par de
nombreuses protéines incluant les ABP/GRIP, PICK1 et NSF. Ces récepteurs sont donc au centre de la

physiologie et de la plasticité synaptique, méme s’ils ne la contrdlent pas directement.

(b) Les récepteurs de type NMDA

Les récepteurs NMDA représentent des récepteurs clés de la transmission glutamatergique
synaptique. Ils sont perméables aux ions Na*, K* et Ca®* et sont responsables de la phase tardive du
potentiel post-synaptique excitateur (Lynch et al., 1983). lls permettent d’initier la plupart des
phénoménes de la plasticité synaptique que sont la LTP et la dépression a long terme (LTD) (Malenka
et Bear, 2004). Ces récepteurs sont composés d’'une combinaison de sous-unités hétérodimériques
(NR1, NR2A-D, NR3A-B) et sont activés uniquement aprés la dépolarisation partielle de la membrane
post-synaptique induite par les récepteurs AMPA et par la liaison du glutamate a la sous-unité NR2 et
de la glycine a la sous-unité NR1. La dépolarisation est nécessaire pour éliminer le Mg”>* qui obture le
canal du récepteur et permet I'entrée massive de calcium qui déclenche de nombreuses cascades de
signalisations intracellulaires. L’action concertée des récepteurs AMPA et NMDA est considérée
comme un mécanisme majeur dans I'induction de la plasticité synaptique (Malenka et Nicoll, 1993).

Dans la littérature, il est proposé que les récepteurs NMDA fonctionnels sont constitués de
deux sous-unités NR1 et deux sous-unités NR2 c'est-a-dire dimeéres de diméres (Kutsuwada et al.,
1992; Ulbrich et Isacoff, 2007). Les récepteurs NMDA sont bloqués par des ions Mg** et leur

perméabilité au Ca’* dépend d’un résidu asparagine situé dans le pore de la méme facon que
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I’arginine pour les récepteurs AMPA. L'assemblage de la sous-unité NR3 avec les autres sous-unités
n‘est pas completement compris bien qu’il ait été montré que cette sous-unité joue un role
important dans le contréle de la signalisation synaptique des récepteurs NMDA au cours du
développement (Pérez-Otafio et Ehlers, 2005). Les récepteurs contenant la sous-unité NR3 ont une
conductance, une perméabilité au Ca®" et une sensibilité au Mg?* diminuées (Nakanishi et al., 2009;
Tong et al., 2008). L'entrée massive de calcium étant une étape cruciale de la neurotoxicité, cette
sous-unité est révelée comme neuroprotectrice in vivo et in vitro (Nakanishi et al., 2009).

La combinaison en sous-unités de ces récepteurs détermine leurs propriétés fonctionnelles
(Cull-Candy et Leszkiewicz, 2004). En effet, les récepteurs contenant les sous-unités NR2A et NR2B
ont des proprietés cinétiques, des localisations et des partenaires protéiques différents. Les
récepteurs composés des sous-unités NR1/NR2A ont une probabilité d’ouverture plus grande et une
déactivation plus rapide mais sont moins perméables au calcium que ceux constitués des sous-unités
NR1/NR2B (Chen et al., 1999; Erreger et al., 2005; Sobczyk et al., 2005). Les récepteurs NMDA sont
exprimés dans des sites extrasynaptiques et synaptiques. Il a été proposé que les récepteurs
composés de la sous-unité NR2A sont principalement localisés au niveau des synapses tandis que
ceux contenant la sous-unité NR2B sont situés a la périphérie de la synapse et dans les sites
extrasynaptiques (Dalby et Mody, 2003). Ces résultats sont controversés par une étude qui démontre
gue ces deux sous-unités existent dans les sites extrasynaptiques (Mohrmann et al., 2000).

Tous ces récepteurs possedent dans leur domaine C-terminal des domaines PDZ nécessaires
pour I'organisation structurale de la densité post-synaptique via leur interaction avec des protéines
d’échafaudage. Les protéines interagissant avec les sous-unités des récepteurs NMDA sont
importantes car elles déterminent la direction de la plasticité synaptique. La sous-unité NR2B se lie
directement a la protéine Ras-GRF1 (Ras guanine nucleotide-releasing factor 1) et a la protéine
RasGAP via la protéine SAP102 (Krapivinsky et al., 2003; Kim et al., 1998). Ces associations affectent
I'induction de la plasticité (Zhu et al., 2002). La CaMKIl (calmodulin kinase 2) lie avec une forte
affinité la sous-unité NR2B et avec une plus faible affinité NR2A (Strack et al., 2000; Leonard et al.,
1999; Gardoni et al., 1999). Le calcium entrant s’associe a la calmoduline qui active la CaMKI| et se lie
a la sous-unité NR2B permettant I'induction de la LTP (Barria et Malinow, 2005). Il a été également
montré que la sous-unité NR2A s’associe préférentiellement avec la protéine PSD-95 et NR2B avec la
protéine SAP102 ce qui expliquerait la localisation différente de ces sous-unités (Townsend et al.,
2003; Sans et al.,, 2000). Mais des études biochimiques révelent que ces deux sous-unités
interagissent aussi bien avec la protéine PSD-95 qu’avec la protéine SAP102 (Al-Hallaq et al., 2007).

Le transport des récepteurs NMDA est régulé par la sous-unité NR1 et I'expression et le
maintien a la surface de la cellule sont facilités par l'interaction des sous-unités NR2 avec la protéine

PSD-95 (Standley et al., 2000; Roche et al., 2001; Li et al., 2003).
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b) Les protéines d’échafaudage

Les protéines d’échafaudage sont composées de multiples domaines d’interactions
protéines-protéines, qui leur permettent d’interagir avec de nombreux partenaires (en général
protéiques mais aussi lipidiques). Elles peuvent définir la spécificité des voies de signalisation en
compartimentant certaines molécules de signalisation, ce qui facilite et oriente la transduction du
signal. Elles permettent I'adressage et I'ancrage de protéines qui leur sont associées. Ces deux
fonctions favorisent la formation de microdomaines, déterminants pour l'initiation de certaines
fonctions neuronales. Plusieurs familles de protéines d’échafaudage sont associées a la PSD incluant
les protéines MAGUKSs, Shank, GKAP (guanylate kinase associated protein/SAP90/PSD-95-associated

proteins) et Homer.

(1) Les protéines MAGUKs

L'une des premiéres protéines de la famille des MAGUKs (membrane associated guanylate
kinase) identifiée est la PSD-95 (ou SAP90). Par la suite les protéines SAP97, SAP102 et la
chapsyn/PSD-93 ont été mises en évidence. Ces protéines contiennent trois domaines PDZ dans leur
domaine N-terminal suivis d’'un domaine SH3 et d’'un domaine GK (guanylate kinase-like). Ces
protéines a I'exception de la protéine SAP97 portent deux résidus cystéines qui, une fois palmitoylés,
permettent leur ancrage a la membrane. Leurs domaines PDZ interagissent avec le domaine C-
terminal de protéines transmembranaires.

La protéine PSD-95 est distribuée dans toute la PSD, représentant ainsi la protéine centrale
au niveau des synapses excitatrices. En revanche la protéine SAP97, jouant un réle important dans le
transport des récepteurs AMPA, est localisée aux bords de la PSD (DeGiorgis et al., 2006). La protéine
PSD-95 interagit également avec des protéines de signalisation comme les récepteurs tyrosines
kinases, nNOS, des GAP ou des GEF. Les MAGUKs semblent jouer des roles au sein de la PSD,
favorisant a la fois son organisation et son fonctionnement. Elles sont nécessaires pour la formation
de la synapse grace a l'ancrage, le regroupement des récepteurs au glutamate de type AMPA et
NMDA et des protéines de la signalisation post-synaptique. Récemment, il a été montré que la
surexpression de la protéine SAP97 au cours du développement précoce favorise le transport des
récepteurs AMPA et NMDA a la synapse et restaure les altérations de la transmission
glutamatergique enregistrées chez les souris déficientes pour les protéines PSD-93/PSD-95.
Cependant, la délétion génétique de la protéine SAP97 n’induit pas d’altérations de la transmission
synaptique supposant ainsi que d’autres protéines MAGUKs compensent la perte de la protéine

SAP97 (Howard et al., 2010).
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(2) Les protéines Shank

Les protéines Shank sont composées d’un domaine de répétitions ankyrine, un domaine SH3,
un domaine PDZ, un domaine riche en proline et un domaine SAM (sterile alpha helice). Le domaine
contenant les répétitions ankyrine interagit préférentiellement avec une protéine membranaire du
cytosquelette, I’ a—fodrin, qui se lie a I'actine-F. Le domaine PDZ peut interagir avec la protéine GKAP
ou le récepteurs de type 2 de la somatostatine. La région riche en proline contient un site de liaison a
la protéine Homer et a la cortactin (régulateur des filaments d’actine). Les protéines Shank sont
fortement exprimées au niveau de la PSD et s’associent a la fois a la membrane et au cytosquelette.
Elles interagissent également avec les récepteurs de type NMDA et les récepteurs métabotropiques
via les protéines GKAP et Homer. Elles permettent ainsi de relier les différents types de récepteurs au
glutamate avec le cytosquelette. Une étude récente montre que I'accumulation de la protéine Shank
par lintermédiaire d’'une de ses protéines partenaires SPIN90 favorise la maturation et
I’élargissement des épines dendritiques (Kim et al., 2009; Hung et al., 2008). De plus les souris
déficientes pour la protéine Shank ont des altérations de la transmission synaptique induites par la
réduction de la taille des épines dendritiques et la diminution de I'épaisseur et de la taille de la PSD
(Hung et al., 2008). Ces données supposent donc un rbéle majeur des protéines Shank dans la

régulation de la structure et de la fonction des synapses.

(3) Les protéines Homer

Les protéines Homer sont composées d’un domaine EVH1 (N-terminal Ena/VASP Homology
1) qui peut se lier aux récepteurs glutamatergiques métabotropiques du groupe 1 et d’'un domaine
coiled-coil permettant leur oligomérisation. Les protéines Homer interagissent avec les protéines
Shank et font un lien entre les protéines de signalisation et les récepteurs métabotropiques présents
aux épines dendritiques. Sa liaison avec la protéine Shank régule le transport et |'agrégation des
récepteurs glutamatergiques (Usui et al., 2003), le cytosquelette d’actine (Lu et al., 2007) et le
remodelage des épines dendritiques (Sala et al., 2001). Ces deux protéines coopérent afin d’induire
la maturation des épines dendritiques et des synapses (Sala et al., 2001). La surexpression de la
protéine Homer diminue la taille et la densité des épines dendritiques mais également réduit

I’expression des protéines PSD-95, Shank, GIuR2 et NR1 (Sala et al., 2003).

En conclusion, les protéines d’échafaudage possédent de multiples partenaires, permettent
de focaliser les protéines de signalisation a la synapse et de faire le lien entre les différents
partenaires. Bien qu’elles n’aient pas d’action directe sur la signalisation post-synaptique, elles la

régulent finement et rapidement.
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c) Les protéines kinases et phosphatases

De nombreuses protéines kinases sont impliquées dans I'induction de la LTP dépendante des
récepteurs NMDA. Elles incluent les protéines PKC (protein kinase C), CaMKIl (Ca2+/Calmodulin-
dependant protein kinase), PKA (protein kinase A), MAPK (p42/44 mitogen-activated protein kinase)
et la PI3K. A l'inverse, les protéines phosphatases comme la PP1 (protein phosphatase 1) et la PP2B
(protein phosphatase 2B) sont impliquées dans I'indution de la LTD dépendante des récepteurs
NMDA (Collingridge et al., 2004). Elles semblent également importantes dans le transport des
récepteurs de type AMPA et NMDA. Par exemple I'expression des récepteurs NMDA est régulée par
la phosphorylation de la PKC (Lan et al.,, 2001). Les protéines kinases et phosphatases sont
primordiales pour la régulation de I'activité synaptique et la quantité de récepteurs présents a la

synapse.

(1) La protéine CaMKil

La CaMKIl, kinase sérine/thréonine, est I'une des protéines les plus abondantes de la PSD
(Sheng et Hoogenraad, 2007). Il existe 4 génes qui codent pour les isoformes a, B, v et 5. Seul 'ARNm
de lisoforme B subit un épissage alternatif (Takeuchi et Fujisawa, 1998). Elle est ubiquitaire
(isoformes y et 3) et est fortement exprimée dans le SNC (isoformes o et B). En effet, elle peut
représenter jusqu’a 2% des protéines totales de I’hippocampe (Erondu et Kennedy, 1985). Elle est
composée d’un domaine catalytique, d’'un domaine central contenant un domaine d’autorégulation
et d’un motif liant la Ca**/Calmoduline (Ca**/CaM), et d’un domaine d’association (Soderling, 1996).
Cette holoenzyme est composée de 12 sous-unités agencées en 2 hexameres qui forment des
anneaux. La CaMKIl est dans un état inactif en absence du complexe CaMCaM, le domaine
d’autorégulation interagissant avec le domaine catalytique. Suite 2 la fixation du complexe Ca®*/CaM,
la kinase change de conformation, s’active et s’autophosphoryle au niveau de la thréonine 286
(Miller et Kennedy, 1986). Cette phosphorylation diminue la dépendance vis-a-vis de la CaM et
permet a la kinase de rester active méme apreés dissociation du complexe. Dans le SNC, la CaMKII 3
est associée au cytosquelette. Dans les neurones de I'hippocampe, I'entrée de calcium par les
récepteurs NMDA et les canaux calciques dépendants du voltage libéere la kinase du cytosquelette et
induit sa translocation au niveau de la PSD (Soderling et al., 2001; Shen et Meyer, 1999a). Ainsi la
kinase est plus proche des flux calciques et de ses substrats potentiels. En effet, elle phosphoryle un
grand nombre de substrats impliqués dans le métabolisme, I'établissement du potentiel de
membrane (canaux calciques, potassiques, chlores), dans la synthése et la libération des NT, dans
I’organisation du cytosquelette, 'homéostasie cellulaire ou la LTP. Des études révelent que cette

protéine phosphoryle la sous-unité GluR1 au niveau de la sérine 831 et potentialise les courants
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unitaires des récepteurs AMPA (Derkach et al., 1999; Soderling et Derkach, 2000) et ainsi participe
aux mécanismes de potentialisation dans I’hippocampe (Barria et al., 1997).

La CaMKIl est une molécule centrale pour I'induction de la LTP (Lisman et al., 2002). En effet,
dans I'hippocampe l'induction de la LTP dépendante des récepteurs NMDA provoque
I"autophosphorylation de la CaMKII et sa translocation rapide au niveau des synapses (Fukunaga et
al., 1995; Hudmon et al., 2005; Shen et Meyer, 1999a). Le maintien de son activité nécessite
I'inhibition de la PP1 par la PKA. Il a été montré que I'activation de la CaMKII bloque la diffusion des
récepteurs AMPA au niveau des sites synaptiques par la phosphorylation de la Stargazin et sa liaison
avec la protéine PSD-95 (Opazo et al., 2010). In vitro, sous des conditions en faible concentration de
calcium, la protéine CaMKII phosphorylée au niveau de la thréonine 286 devient autosphosphorylée
au niveau des thréonines 305 et 306 favorisant ainsi I'induction de la LTD (Lou et Schulman, 1989;
Zhang et al., 2005). De plus I'activité de la CaMKIl semble nécessaire a I'élargissement des épines
dendritiques au cours de la LTP (Matsuzaki et al., 2004). Une étude récente montre que |’activation
indépendante des récepteurs NMDA de la protéine CaMKIl par phosphorylation de la thréonine 286
induit 'augmentation de la taille et la densité des épines dendritiques (Pi et al., 2010a). Son activité
catalytique n’est pas nécessaire a la formation et I’élargissement des épines dendritiques (Pi et al.,
2010a). Ces données indiquent que I'état de phosphorylation de cette kinase régule les processus de

la LTP, la LTD et la structure des épines dendritiques (Pi et al., 2010b, 2010a).

(2) Les protéines kinase PKA et PKC

La PKA est I'une des kinases les mieux caractérisée. Sous forme inactive, la sous-unité
catalytique est associée a la sous-unité régulatrice. Suite a la liaison de I’AMPc sur la sous-unité
régulatrice, la PKA est activée (Beebe, 1994). Cette protéine module la perméabilité au calcium des
récepteurs de type NMDA et régule la fonction des récepteurs AMPA par la phosphorylation de la
sous-unité GIuR1 au niveau de la sérine 845 (Roche et al., 1996; Skeberdis et al., 2006). Le blocage de
cette kinase diminue la LTP (Otmakhova et al., 2000).

La PKC est activée par 'action synergique du calcium et du DAG (Diacyl glycérol), issu du
clivage du PIP2 par la phospholipase C (PLC). Les mGIuR du groupe | favorisent la libération de
calcium et I'activation de la PLC stimulant ainsi la PKC. Suite a son activation, cette protéine kinase
est transloquée a la membrane et phosphoryle les sous-unités GIuR1, GIuR2 et les récepteurs NMDA.
La phosphorylation de la sérine 880 de la sous-unité GIuR2 est critique pour l'induction de la LTD
dans I'hippocampe (Kim et al., 2001; Chung et al., 2000). Une étude montre que la PKC favorise
I'insertion des récepteurs AMPA a la synapse chez le poisson-zébre (Patten et Ali, 2009) et le

transport des récepteurs NMDA a la synapse (Lan et al., 2001; Lin et al., 2006). L'inhibition
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pharmacologique de la PKC montre que cette protéine joue un rdole dans la phase d’acquisition et la

phase précoce de consolidation de la LTP (Jerusalinsky et al., 1994; Serrano et al., 1995).

(3) Les protéines phosphatases PP1 et PP2B

(calcineurine)

Les protéines PP1 et la PP2B sont des phosphatases sérine/thréonine. La protéine PP1 est
inhibée quand la LTP est induite (Brown et al., 2000). De plus, I'induction de la LTD dépendante des
récepteurs NMDA active la protéine PP1 (Thiels et al., 1998, 2000). La protéine PP2B est une protéine
dimérique composée d’une sous-unité catalytique et d’une sous-unité régulatrice. Celle-ci se lie au
complexe Ca®*/Calmoduline induisant I'activation de I'enzyme. Ainsi la déphosphorylation des

protéines cibles de la PP2B est dépendante du calcium.

3. Molécules du SI impliquées dans la fonction et

I'’homéostasie des synapses

En plus de son role dans la formation des prolongements neuronaux, les molécules du CMHI
sont aussi impliquées dans les fonctions synaptiques. Des études récentes montrent que le CMHI est
enrichi dans les fractions synaptiques d’homogénats de cerveaux de souris et est préférentiellement
associé aux synapses excitatrices chez I'adulte (Goddard et al., 2007; McConnell et al., 2009).
Cependant, dans le cerveau de souris a 7 jours post-natal, le CMHI est exprimé aussi bien dans les
synapses excitatrices qu’inhibitrices (Datwani et al., 2009). Dans le SI, la plupart des molécules du
CMHI sont exprimées a la surface des cellules si elles sont associées a la B,-microglobuline (3,-m) et
sont chargées avec un peptide grace au systeme TAP (transporter antigenic peptid) (Krangel et al.,
1979). Ainsi, des souris déficientes pour la B,-m et TAP expriment un CMHI non fonctionnel et
peuvent donc étre considérées, bien que de facon indirecte, comme déficientes pour le CMHI. Des
études électrophysiologiques conduites sur des tranches d’hippocampe de ces souris montrent une
augmentation de la transmission synaptique excitatrice et du nombre de densités post-synaptiques
(Goddard et al., 2007). De plus, une étude récente montre I'implication du CMHI dans la transmission
synaptique excitatrice dans les fibres moussues de I’hippocampe chez le singe (Ribic et al., 2010).
L'implication du CMHI dans des fonctions synaptiques a par la suite été montré de facon directe, en
utilisant une souche de souris déficientes pour les deux isotypes H2-K et H2-D. L’analyse des tranches
de cervelet de ces souris montre un seuil d’induction de la LTP plus faible que les souris sauvages. Un
récepteur impliqué dans la fonction synaptique du CMHI a été identifié. Il s’agit du récepteur PirB

(paired immunoglobulin-like receptor B) exprimé par les neurones du cortex cérébral, du bulbe
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olfactif et du cervelet (Takai, 2005; Syken et al., 2006). Le CMHI semble donc intervenir sur la
morphologie des synapses et sur la régulation de la plasticité synaptique.

Plusieurs études montrent également un réle du CMHI dans les processus d’élimination
synaptique. Il a été démontré que le raffinement développemental dans le NGL des axones
provenant de la rétine est perturbé chez les souris déficientes pour les protéines TAP et 3,m. Les
connexions inappropriées qui sont normalement éliminées sont persistantes chez ces souris (Huh et
al., 2000). Ainsi, dans le cerveau en développement, le CMHI semble nécessaire a I'élimination des
projections inappropriées. Dans un modele d’axotomie des nerfs périphériques, les souris déficientes
pour la B,m et TAP1 présentent une élimination synaptique plus importante au niveau de la moelle
épiniere par rapport aux souris sauvages (Oliveira et al., 2004; Thams et al., 2008). De plus, cette
élimination synaptique exacerbée est majoritairement observée pour les synapses de types
inhibitrices. Le CMHI semble donc étre nécessaire pour la maintenance des afférences inhibitrices.
Outre son expression au niveau synaptique, le CMHI est également exprimé par les cellules
microgliales activées (Streit et al., 1989b, 1989a). L’élimination synaptique peut donc faire intervenir
aussi bien le CMHI neuronal que celui présent sur la microglie. De maniéere intéressante, les souris
déficientes pour le CD3{, un des composants du complexe protéique du TCR, présentent un
phénotype similaire aux souris déficientes pour le CMHI (Huh et al., 2000). La protéine CD3( étant
exprimée dans le NGL au cours du développement et dans I’hippocampe adulte, un lien fonctionnel
entre le CMHI et le CD3Z dans le cerveau a donc été proposé.

De maniere intéressante, il a été montré que le CMHI est associé a la molécule du
complément C1q dans le NGL (Datwani et al., 2009). Or certaines données révelent que les molécules
de I'immunité innée Clqg et C3, molécules du complément, ont un réle essentiel dans I’élimination
synaptique via la voie classique du complément (Stevens et al., 2007a). En effet, les souris déficientes
pour le gene Clqg ou C3 présentent un défaut majeur de ségrégation des projections rétinogéniculées
dans le NGL. Chez ces souris, le nombre d’afférences (synapses) dans le NGL est augmenté par
rapport aux souris sauvages (Stevens et al., 2007b). L’altération de la ségrégation des projections
rétinogéniculées observées chez les souris déficientes pour les molécules CMHI, C3 et Clq et la
localisation de ces protéines sont similaires. Les deux molécules pourraient donc interagir et
fonctionner ensemble au cours du remodelage des synapses excitatrices et inhibitrices.

Certaines études montrent que la microglie exprime des récepteurs du CMHI, comme DAP12
(DNAX activating protein 12), qui a un impact sur la fonction synaptique et la survie des neurones.
DAP12 est une protéine transmembranaire dont la structure et la fonction sont similaires a celles de
CD3Z (Lanier et al., 1998). Ces deux protéines portent des motifs ITAMs (immunotyrosine-based

activation motif) et s’associent avec de nombreux récepteurs cellulaires dont les récepteurs des
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cellules NK (natural killer). Les récepteurs associés au DAP12 sont capables de reconnaitre les
complexes CMHI (Lanier, 2001). Il a été montré que les souris exprimant une forme mutée non
fonctionnelle de la protéine DAP12 ont une transmission synaptique glutamatergique altérée et une
diminution sélective de I'expression de la sous-unité GIuR2 du récepteur AMPA et du récepteur au
BDNF TrkB au niveau des densités post-synaptiques de I’hippocampe (Roumier et al., 2004). Ces
données suggerent un lien entre I'expression microgliale de DAP12 et la régulation de la transmission
synaptique par le CMHIL.

Cependant, I'engagement du CMHI n’est pas conservé dans toutes les structures. Bien que le
CMHI soit également exprimé dans le cervelet adulte, le remodelage des projections des fibres des
cellules de Purkinje n’est pas dépendant du CMHI (Letellier et al., 2008; McConnell et al., 2009). Les
souris déficientes pour le CMHI présentent des anomalies de la plasticité synaptique dans
I’hippocampe. En effet, les enregistrements électrophysiologiques montrent que la LTP est facilitée
tandis que la LTD est réprimée (Huh et al., 2000; Barco et al., 2005). De plus, les souris transgéniques
exprimant le facteur de transcription CREB dans |’hippocampe ont un niveau d’ARNm des molécules
H2-K et H2-D élevé supposant que ces molécules sont impliquées dans I'induction de la LTP (Shatz,

2009).

Dans leur ensemble, ces données permettent de proposer un rbéle du CMHI dans les
mécanismes liés au développement et a la plasticité neuronale. L'identification des récepteurs, des
protéines adaptatrices ainsi que les voies de signalisations recrutées permettra a terme de

déterminer les mécanismes d’action du CMHI.
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II. Conséquences de I'’expression neuronale des molécules du
systeme immunitaire

Nous avons vu précédemment que certaines molécules immunitaires exprimées dans le
cerveau ont un impact sur la polarisation neuronale, la transmission synaptique et le remodelage des
circuits neuronaux. Ainsi, il existe plusieurs situtations dans lesquelles des perturbations au niveau du
S| peuvent avoir des conséquences au niveau du SNC. Cela peut étre lors d’infections virales et au
cours de traitements immunosuppresseurs. De plus, certaines mutations des génes impliqués dans le

S| peuvent avoir un impact majeur sur le développement et le fonctionnement cérébral.

A.  Neurodéveloppement
Les maladies neurodéveloppementales les plus connues sont I'autisme et la schizophrénie.
L’origine de ces maladies est encore méconnue. Certaines pistes de recherche montrent une forte

corrélation entre le Sl et ces pathologies.

1. Infections au cours de la grossesse

De nombreux travaux montrent un lien étroit entre les infections maternelles au cours de la
grossesse et certaines maladies neurodéveloppementales dans la descendance comme les retards
mentaux, l'autisme et la schizophrénie (Ashwood et al., 2006; Ellman et Susser, 2009). Il est
actuellement proposé que ces maladies neurodéveloppementales proviennent de défauts dans la
neurogenése ou dans la formation des réseaux neuronaux (dendritogenése, synaptogenése).
Certaines données chez ’lhomme montrent que dans le cerveau du foetus, la prolifération des CSN et
la migration des progéniteurs neuronaux sont altérées par I'activation de cytokines (Cai et al., 2000).
Dans le modele murin de [Iactivation maternelle du systéme immunitaire par ['acide
polyinosinique:polycytidylique ou par une infection virale maternelle aux stades embryonnaires E9.5-
12.5, le nombre de cellules de Purkinje dans le cerveau post-natal du souriceau est diminué (Shi et
al., 2009b). De maniéere intéressante, dans ce modele mimant I'infection virale maternelle, le blocage
de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 empéche le développement des altérations comportementales
dans la descendance (Smith et al., 2007). Au cours de linfection virale, les cytokines
proinflammatoires comme I'lL-6 ou I'IlL-1B sont sécrétées en grandes quantités et ont alors la
capacité de réguler la fonction des CSN et ainsi perturber le développement neuronal. Ces études
révelent I'impact du systeme immunitaire sur la régulation de la neurogenése. On sait également que
les cytokines inflammatoires induisent I'expression neuronale du CMHI. Compte tenu du réle du

CMHI dans la formation des prolongements neuronaux et la régulation des synapses, une
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augmentation de son expression au cours de I'embryogenése peut avoir des conséquences

neurophysiopathologiques.

2. Mutation des genes du systéme immunitaire

Certaines mutations des genes du SI engendrent des désordres immunitaires et des
altérations du fonctionnement cérébral. Chez 'homme, la mutation de la protéine adaptatrice
DAP12, de maniére surprenante ne provoque pas d’altérations de la réponse immunitaire mais induit
la maladie de Nasu-Hakola provoquant des démences a I’age de 30 ans (Kuroda et al., 2007; Paloneva
et al., 2000; Lanier, 2009). Les souris adultes déficientes pour la protéine DAP12 sont plus fragiles aux
infections virales pourtant leurs cellules dendritiques et leurs macrophages répondent plus
fortement lors de ces infections (Sjolin et al., 2002, 2006). De plus, ces souris montrent des déficits
cognitifs et comportementaux similaires aux symptomes de la schizophrénie et de |'autisme (Kaifu et
al., 2003).

Des études comparatives de genes entre des patients atteints de schizophrénie et des
patients sains révelent que cette maladie est significativement associée a des SNPs (single nucleotide
polymorphisms) dans la région du CMH sur le chromosome 6p21.3-22.1. Cette association montre
que les protéines du CMH semblent étre des biomarqueurs et que leur mutation prédispose au
développement de la schizophrénie (Shi et al., 2009a; Stefansson et al., 2009). Ces observations
corrélent avec les études réalisées chez les souris déficientes pour le CMHI qui montrent des
altérations de la plasticité neuronale dans I’hippocampe et le cortex visuel (Boulanger, 2009; Datwani
et al., 2009; Huh et al.,, 2000). Ces défauts de la transmission synaptique glutamatergique ont

également été identifiés dans I"hippocampe de singe (Ribic et al., 2010).

B.  Thérapie d'immunointervention

Lors d'une greffe d’organe, la survie a long terme du greffon nécessite I'emploi de
traitements immunosuppresseurs. Or ces traitements ciblent des molécules connues du S| afin de
diminuer la réponse immunitaire. Compte tenu de I'expression cérébrale de certaines molécules du

SI, les immunosuppresseurs peuvent aussi avoir une action sur le SNC.

1. Cyclosporine A
La cyclosporine A, polypeptide lipophilique cyclique, est un immunosuppresseur puissant qui
bloque spécifiguement la calcineurine. La calcineurine, activée suite a I'engagement du récepteur des
lymphocytes T (LT) par le calcium, permet I'activation de ces cellules via le facteur NFAT (Oh-hora,

2009). La cyclosporine A bloque la voie de signalisation dépendante de la calcineurine/NFAT et ainsi
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inhibe I'activation des LT empéchant ainsi le rejet de greffe lors de la transplantation d’organes et le
développement de nombreuses maladies autoimmunes (Faulds et al., 1993; Rossini et al., 1999).
Cependant de nombreuses études montrent que cette molécule provoque une neurotoxicité se
caractérisant par des modifications de I'état psychatrique comme la dépression, anxiété, paranoia
qui apparaissent quelques mois aprés I'administration de celle-ci (Bird et al., 1990; De Groen et al.,
1987; Kahan et al., 1987; Schmitt et al., 2006; Telarovic¢ et al., 2007). Des travaux récents démontrent
également que cette molécule augmente les symptomes de la schizophrénie paranoide; ces
symptomes disparaissent suite a l'interruption du traitement (Di Nuzzo et al., 2007; Menter et al.,
2008). Bien que le transport de la cyclosporine A a travers la barriere hématoencéphalique (BHE) soit
restreint par la glycoprotéine-P (Tsuji et al., 1993), une étude récente montre que la cyclosporine A
induit in vitro une hyperperméabilité de la BHE en inhibant la voie de signalisation dépendante de
I'adrénomédulline, un régulateur autocrine de la fonction de la BHE (Dohgu et al., 2010). De cette
maniere, la cyclosporine A pourrait pénétrer facilement dans le SNC in vivo et avoir un impact sur le
fonctionnement de ce systéme. En effet, la voie de signalisation calcineurine/NFAT dépendante du
calcium a été montrée comme importante au cours du développement neuronal notamment pour la
régulation de la croissance dendritique et axonale (Graef et al.,, 2003; Schwartz et al., 2009).
Certaines données révéelent que la cyclosporine A inhibe la transmission GABAergique et active la
transmission sérotoninergique (Shuto et al., 1998, 1999). De plus, il a été montré que cette molécule
augmente la survie des précurseurs neuronaux in vivo dans la ZSV et in vitro (Hunt et al., 2010) et
réduit la complexité de l'arborisation des dendrites des neurones provenant de la ZSG de
I’hippocampe (Hwang et al., 2010). L'administration chronique de la cyclosporine A chez des rats
diminue significativement le niveau des ARNm du BDNF et de son récepteur TrKB dans I’hippocampe
(Chen et al.,, 2010). Cette altération de l'arborisation dendritique et de I’expression du BDNF
pourraient participer a la manifestation des troubles de I'apprentissage et de 'humeur observés chez
certains patients traités a la cyclosporine A. Toutes ces observations expliquent les divers symptomes
identifiés chez les patients traités avec la cyclosporine A et montrent I'importance du choix du
traitement. La calcineurine étant importante pour 'activation des LT du SI mais également pour le
développement du SNC, son blocage peut également avoir des conséquences sur le développement

du SNC et l'activité neuronale.

2. L’anticorps monoclonal de souris : OKT3
Des anticorps monoclonaux peuvent également étre utilisés comme immunosuppresseurs.
L'anticorps monoclonal de souris OKT3 ou muromonab-CD3 dirigé contre le complexe CD3 des LT

humains et qui reconnait notamment la sous-unité CD3s (Dunstone et al., 2004), est un agent
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immunosuppressif puissant employé pour bloquer le rejet de greffe d’organe chez des patients
transplantés. Suite a I'administration de cet anticorps, une faible proportion de patients traités
développent des syndromes neurologiques et neuropsychatriques séveres révélés par un mutisme
akinétique, psychoses aiglies et crises d’épilepsie (Pittock et al., 2003b; Fernandez et al., 1993;
Ponticelli et Campise, 2005). Ces symptomes disparaissent quelques jours apres I'arrét du traitement.

L'expression de la sous-unité CD3e dans les neurones de purkinje du cervelet et son
implication dans le développement du cervelet ont été mis en évidence (Nakamura et al., 2007). Une
hypothése est que le contexte pro-inflammatoire induit par I'anticorps OKT3 favorise le passage de
celui-ci a travers la BHE et donc son infiltration dans le SNC. Cet anticorps reconnaitrait alors sa cible
exprimée par les cellules du SNC et provoquerait les altérations neurologiques et neuropsychatriques
observées.

Du fait de I'existence de molécules communes aux Sl et SNC, I'activation ou la répression de
certaines molécules et voies de signalisation ciblant le SI peut avoir un impact majeur sur la fonction
du SNC. Ll’identification du rble des protéines immunitaires exprimées dans le SNC est donc

primordiale afin de développer des stratégies thérapeutiques plus adaptées et mieux controlées.

Au cours de ma thése, je me suis plus particulierement intéressée a un constituant majeur du

complexe CD3 exprimé par les LT, la sous-unité CD3( et a son rdle dans le développement neuronal.
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IIlI. CD3{: molécule adaptatrice dans les systemes

immunitaire et nerveux central

Dans le systeme immunitaire, de nombreux récepteurs ne possédent qu’une petite partie
intracellulaire. Pour transduire les signaux d’activation, ils se lient alors a des molécules adaptatrices
via des liaisons non covalentes. La sous-unité CD3(, aussi appelée TCRE, est une protéine adaptatrice
signalétique décrite pour la premiére fois dans les LT associée au TCR ou elle joue une réle central

dans la réponse antigénique (Samelson et al., 1985; Weissman et al., 1988).

A. Structure du CD3zeta

Egalement exprimée dans d’autre types cellulaires comme les cellules NK (Lanier et al.,
1989), ce sont dans les LT que cette protéine est la mieux caractérisée. La chaine { est une protéine
de 16-kDa (Samelson et al., 1985), exprimée sous forme homodimérique dans les LT (Lanier et al.,
1989). Elle fait partie d’'un complexe protéique signalétique associé au TCR appelé complexe CD3
formé de 4 sous-unités : , 5, vy et & (Figure 22). Ces trois derniéres présentent des homologies de
séquences et leurs génes correspondants sont tous présents sur le chromosome 11 chez ’homme (9
chez la souris). La sous-unité { quant a elle est structurellement différente des trois autres et le géne
la codant est présent sur le chromosome 1. Malgré ces divergences, toutes ces sous-unités
présentent une homologie de fonction due a la présence de domaines spécifiques appelés domaines

ITAMs.

TCR

Figure 22: Représentation de la chaine { et de son interaction avec
le récepteur des LT, le TCR.

La molécule CD3{ s’associe en homodimére avec le TCR et comporte
3 motifs ITAMs essentiels au processus d’activation des LT. Adapté
de M. Baniyash 2004.

Contrairement aux domaines intracellulaires des sous-unités ¢, v et & qui ne comportent

qu’un seul ITAM, le domaine intracellulaire de la protéine CD3({ en possede trois. Ces domaines sont
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constitués de sites de phosphorylation trés conservés et sont caractérisés par une séquence
consensus classique (D/E)YxxL/I-(x)e.s-YXXL/I(L/1) (D étant I'aspartate, E le glutamate, | I'isoleucine, L la
leucine et Y la tyrosine). Ces domaines ITAMs sont phosphorylés sur leurs tyrosines par des kinases
de la famille Src, en particulier Lck (leukocyte-specific protein tyrosine kinase) et Fyn. La
phosphorylation des tyrosines représente un signal moléculaire permettant le recrutement et la
liaison de protéines tyrosine kinases a domaine SH2 incluant Syk (spleen tyrosine kinase) et ZAP70 ({
chain-associated protein kinase 70 kDa) (Iwashima et al., 1994; Chan et al., 1994). De ce complexe
ainsi formé nait une cascade d’évenements intracellulaires qui sera décrite dans le paragraphe
suivant.

En plus des domaines ITAMs, CD3( par ses fonctions adaptatrices possede des capacités de
liaisons multiples, et donc des sites de fixation pour différentes molécules. Il est constitué d’un site

de liaison a I'actine, a différents récepteurs comme le TCR et au GTP (Figure 23).

1 9 TM 20 ap ITAM 1 68 79 ITAM 2 107 110 ITAM 3 138 141
1 | 1 1 1 1 1 LJ

L

1 1:cystéine nécessaire a la dimerisation — : p—
Y site de liaison site de liaison

au GTP al'actine

15: Arginine nécessaire pour l'association aux
recepteurs TCR, NKp30, NKp46 et FoyRIll

Figure 23: Structure du CD3C.

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 ITAMs, un site de liagison au GTP et un site de liaison a I’actine.

CD3( peut se lier directement a I'actine dans sa partie C-terminale (Caplan et al., 1995;
Rozdzial et al., 1995). Cependant, cette liaison est dépendante de la phosphorylation de la tyrosine
présente dans I'l'TAM 3 en C-terminal (Pitcher et van Oers, 2003). Cette aptitude a lier I'actine
directement n’a jamais fait 'objet d’étude fonctionnelle. On peut cependant supposer qu’elle
pourrait faciliter les mécanismes de recrutement moléculaire lors de la formation de la synapse
immunologique entre un LT et une cellule présentatrice d’antigéne.

L'association de la protéine CD3( avec le TCR se fait par la liaison entre un résidu arginine du
TCR, chargé positivement, et un résidu acide aspartique, chargé négativement situé dans le domaine
transmembranaire (Call et al., 2002). Ces résidus sont aussi nécessaires a 'homodimérisation de
CD3C.

L’équipe de Terhorst en 1994 a mis en évidence un site de liaison de la protéine CD3{ au GTP

(Franco et al., 1994). Cependant, la fonction spécifique de cette liaison reste a I’heure actuelle
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inconnue. On peut imaginer qu’elle pourrait participer a I'activation des petites protéines G induite

par CD3Z (Stanners et al., 1995; Zhou et al., 1998).

B.  Les récepteurs couplés a CD3¢ et les fonctions associées.

Selon le type cellulaire considéré, la protéine CD3( peut s’associer a différents récepteurs.
Dans les LT il s’associe au TCR mais aussi au récepteur de la chimiokine CXCR4, tandis qu’il se lie aux

récepteurs NKp46, NKp30 et FcyRIIl dans les cellules NK (Lanier, 2003).

1. Le TCR (T cell receptor)

La protéine CD3C est une molécule centrale dans l'activité du TCR en particulier dans la
reconnaissance antigénique médiée par les LT. Deux types de LT sont identifiés : les LT CD8+ dits
cytotoxiques qui reconnaissent de maniere spécifique les antigenes portés par le CMHI et les LT CD4+
qui reconnaissent les antigénes portés par le CMHII. Alors que le CMHI est présent a la surface de la
plupart des cellules nucléées, le CMHII est restreint aux monocytes, aux macrophages, a la microglie,
aux cellules dendritiques, aux lymphocytes B et aux LT activés. Dans le cas de la reconnaissance du
CMHI, le co-récepteur du TCR est le CD8 tandis que pour le CMHII, le co-récepteur est le CD4.
L’antigéne ainsi présenté est une véritable signature moléculaire de la cellule le présentant. Le TCR a
la capacité de discriminer les peptides provenant du soi et ceux provenant du non soi et d’induire
une réponse immunitaire visant spécifiquement les cellules porteuses de peptides du non soi.

Le TCR est composé d’'une chaine o et d’une chaine B qui s’associent pour former le
récepteur. Associées, elles sont exprimées a la surface membranaire du LT. Cette expression n’est
possible que si le CD3 s’associe avec les autres chaines CD3.

En effet, la séquence d’assemblage du TCR avec le complexe CD3 se fait trés t6t dans
I"appareil de golgi et commence par la dimérisation des deux chaines du TCR puis son association
avec le CD3( et les autres sous-unités du complexe CD3 (Minami et al., 1987; Dietrich et al., 1999). La
perte de I'une des chaines CD3 ou des sous-unités CD3{ génére la synthése de TCR instables,
rapidement dégradés dans les lysosomes (Bonifacino et al., 1989). De plus, I'expression du CD3( a la
membrane est nécessaire pour la stabilisation du complexe TCR. Des modeéles cellulaires n’exprimant
pas le CD3Z montre que la surexpression de CD3C diminue la vitesse d’internalisation du complexe
TCR (D'Oro et al., 2002). L’expression du CD3( est donc essentielle pour I'expression et la régulation

du TCR a la surface des LT mais également importante pour la reconnaissance antigénique.
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2. Les récepteurs des cellules NK

Les cellules NK, dites Natural killer, font partie du systéeme immunitaire inné et sont
caractérisées chez I’humain par le marqueur CD56. Elles ont la capacité de lyser les cellules
étrangeéres a l'organisme indépendamment de |’antigene sans activation préalable par la voie
perforine/granzymes et par la voie dépendante de Fas. Contrairement aux lymphocytes T CD8+ qui
lysent les cellules qui portent un peptide présenté par les molécules du CMH, les cellules NK sont
spontanément lytiques envers toutes les cellules de notre organisme. Cependant, elles possédent a
leur surface de nombreux récepteurs qui permettent de réguler leur activité lytique afin de préserver
les cellules saines. Les récepteurs exprimés sur les cellules NK sont de deux types : activateurs s'ils
posseédent des motifs ITAMs ou inhibiteurs s’ils possedents des motifs ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif). Lorsqu’une cellule NK rencontre une autre cellule, la lyse de celle-ci
ne s’effectuera que si les signaux activateurs prédominent sur les signaux inhibiteurs (Vivier et al.,
2004). Les cellules NK sont spécialisées dans la destruction des cellules tumorales et infectées par les
virus (Vivier et al.,, 2008). Cette fonction lytique est dépendante de l'activation de récepteurs
activateurs membre de la famille des immunoglobulines-like, appelés récepteurs cytotoxiques
naturels. Ces récepteurs incluent les molécules NKp30, NKp44, NKp46 et FcyRIll (ou CD16) (Lanier,
2003). Ces récepteurs s’associent avec des molécules adaptatrices portant des ITAMs dont les

molécules CD3¢, DAP12 et FceRly (Figure 24).

Ligands Inconnu BAT-3 Fragments Fe

Humain

Reécepteurs \__4
= —~

M |
DAP12/DAP12

FeeRlyW FeeRly
FeeRIy/ICD3L CD3L/CD3L

Figure 24: Les récepteurs des cellules NK et leurs molécules adaptatrices.
Les récepteurs CD16, NKp30 et NKp46 peuvent s’associer avec des homodiméres ou des hétérodimeres des
protéines CD3( et FceRly. Le récepteur NKp44 s’associe avec I’homodimére DAP12. Adapté de L.L. Lanier 2003.
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CD3( et FceRly peuvent s’associer en homodiméres ou en hétérodiméres tandis que DAP12
ne s’associe qu’en homodimeres. L’association entre ces récepteurs et ces molécules se fait dans
leurs régions transmembranaires par l'interaction d’acides aminés chargés. Chez I'humain, les
récepteurs des cellules NK peuvent s’associer aux homodiméres CD3C et FceRly mais aussi avec I’
hétérodimere CD3(/FceRly. Chez la souris, le CD16 est incapable de se lier au CD3( et de ce fait
utilise la molécule FceRly. Tres peu de ligands de ces récepteurs sont connus, seul BAT-3 (antigen-B-
associated 3) a été montré comme liant le récepteur NKp30 (Pogge von Strandmann et al., 2007). Le
CD16 quant a lui est un récepteur aux fragments constants (Fc) des immunoglobulines. L’association
moléculaire et fonctionnelle de CD3( avec de nombreux immunorécepteurs rend sa fonction centrale

dans les mécanismes de reconnaissance immunitaire.

3. Le récepteur CXCR4

Récemment, deux groupes indépendants ont montré I'importance de CD3( dans le
fonctionnement d’un récepteur couplé aux protéines G, famille de récepteurs qui jusqu’a présent
n’était pas connue pour son association avec des molécules portant des domaines ITAMs. Il s’agit du
récepteur de chimiokine CXCR4 qui possede un ligand unique, CXCL12 aussi appelé SDF-1 (stromal
derived factor-1). Dans les LT, la liaison récepteur/ligand est impliquée dans des fonctions
d’adhésion, de chimiotactisme et de co-stimulation. Ce couple CXCR4/SDF-1 est également
largement exprimé dans le SNC ou il joue un role important dans le développement cérébral incluant
la prolifération de cellules souches neurales (Tran et al.,, 2005; Han et al., 2001), la migration
cellulaire (Belmadani et al., 2005) et dans la formation des prolongements neuronaux (Arakawa et
al., 2003; Pujol et al., 2005).

Ces deux groupes ont montré que la fonction chimiotactique de SDF-1 sur les LT est dépendante
de l'activation de CD3C et de ZAP70 (Kremer et al., 2003; Patrussi et al., 2007). Deux hypothéses
différentes expliquant I'interaction fonctionnelle entre la protéine CD3( et le récepteur CXCR4 suite a
I'activation par SDF-1 ont été proposées. La premiére montre que I'activation de CXCR4 par SDF-1
induit une interaction directe entre CXCR4 et CD3Z (Kumar et al., 2006). Cette étude postule que le
complexe de signalisation opérationnel du TCR, ZAP70 associé au CD3( phosphorylé, est recruté par
I'activation du CXCR4 permettant ainsi un renforcement des voies de signalisation qui lui est associé
(Figure 25). La seconde étude montre que la liaison de SDF-1 sur le récepteur CXCR4 induit la
phosphorylation de Ick, puis de CD3({ et enfin ZAP70 (Patrussi et al., 2007). L’activation de CXCR4
provoque donc l'activation indirecte de CD3{ via la kinase Ick (Figure 25). Dans les deux cas,
I'activation de ZAP70 permet |’activation d’une voie de signalisation intracellulaire aboutissant a la

modulation de I'activité et du chimiotactisme du LT.
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Ces études apportent donc de nouvelles données importantes concernant les molécules a
domaines ITAMs. En effet, en plus de leur implication dans la signalisation du TCR elles peuvent
intervenir dans celle médiée par les récepteurs couplés aux protéines G. Ces résultats révelent un

nouveau mécanisme dans le Sl et I'existence d’une fonction de CD3{ en dehors d’une association

avec un immunorécepteur.

d. Activation de CD3( par
interaction directe

SDF-1
@g ©
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b.  Activation de CD3C par
l'intermédiaire de Ick
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Figure 25: L’activation de CD3( suite a la liaison de SDF-1 avec CXCR4.
La fixation de SDF-1 sur son récepteur CXCR4 induit une activation de CD3¢ puis de la voie de signalisation

médiée par ZAP70. Cette activation pourrait se faire selon deux modes. a) CXCR4 activé pourrait recruter CD3¢
par interaction physique. b) cette activation pourrait étre dépendante de I'activation intermédiaire de Ick, une
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kinase qui phosphoryle CD3( et permet le recrutement de ZAP70. Dans les deux cas, I'activation de CD3¢ aboutit
a la modulation du chimiotactisme et de I'activité des LT.

C.  Signalisation intracellulaire déclenchée par l'activation de
CD3¢&

Suite a I’engagement du TCR et de son co-récepteur CD28, les protéines kinases de la famille Src,
Lck et Fyn, sont activées et phosphorylent les chaines et € du TCR au niveau des tyrosines portées
par les ITAMs. Les ITAMs phosphorylés de la chaine £ fonctionnent comme des sites d’ancrage pour
le recrutement de la protéine kinase ZAP70, qui phosphoryle ensuite divers substrats incluant LAT
(linker for activation of T cells), SLP76 (Src homology 2 (SH2)-domain-containing leukocyte protein of
76kDa) et PLC-yl (phospholipase C-yl). Ces protéines une fois phosphorylées recrutent de
nombreuses protéines catalytiques ou non comme Vav, GADS (growth-factor-receptor-bound protein
2 (GRB2)-related adaptor protein) et NCK (non-catalytic region of tyrosine kinase). Ces protéines
généerent différentes voies de signalisations intracellulaires permettant |'activation de RAS, Ia
mobilisation du calcium, 'activation de la PKC et de la calcineurine ainsi que la polarisation du
cytosquelette d’actine. Ces cascades d’événements facilitent la formation de la synapse
immunologique et 'activation des LT. L’activation compléete des LT est caractérisée par I'activation
des facteurs de transcription NF-xB et NFAT.

Suite a cette étape d’activation du LT, des mécanismes d’arrét du signal se mettent en place, le
TCR est internalisé, ubiquitinylé via la protéine CBL (casitas B-lineage lymphoma) puis dégradé
principalement dans les lysosomes. De plus, la protéine CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4) s’exprime a la surface des LT et est activée par la phosphorylation de ses motifs
inhibiteurs. Ceci permet le recrutement de certaines proteines phosphatases, SHP1 et SHP2, qui
déphosphorylent la chaine {, les protéines kinases ainsi que les différents substrats. L'entrée des
facteurs de transcription dans le noyau est également bloquée par des phénomeénes de
phosphorylations/déphosphorylation (Figure 26).

En fonction du niveau de phosphorylation des ITAMs, I'activation de la voie de signalisation
pourra étre modulée. En effet, il existe une relation directe entre le nombre de résidus tyrosine
phosphorylés et le niveau d’activation des voies de transduction dépendantes de CD3(. Une fois
ZAP70 recruté par la phosphorylation d’un résidu tyrosine, un rétrocontréle positif est déclenché
permettant la phosphorylation des autres résidus tyrosines contenus dans les ITAMs. Le systéme est
ainsi amplifié et le recrutement d’autres molécules ZAP70 est alors possible (Steinberg et al., 2004).
Contrairement a ZAP70, Syk ne posséde pas cette activité de rétrocontréle positif et ne peut donc

pas amplifier I'activité de la voie de signalisation médiée par CD3( (Steinberg et al., 2004).
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Chez les souris déficientes pour le CD3(, I'expression du TCR est significativement diminuée a la
surface des LT. De plus, I'absence de la protéine CD3( perturbe la génération ou la survie des
thymocytes double positifs (CD4°CD8*) mais également la formation de thymocytes simple positifs
(CD3'CD4'CD8 ou CD3'CD4CD8) (Love et al., 1993; Malissen et al., 1993). Le CD3({ est donc
important pour la différenciation intrathymique des LT et son absence provoque des déficits

immunitaires séveres (Roberts et al., 2007).
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Figure 26: Les voies de signalisation induites par ’activation de CD3C.
L’interaction entre le TCR et le CMHI induit I'activation des protéines kinases de la famille Src, Lck et Fyn qui

phosphoryle CD3¢. Cette phosphorylation permet le recrutement et l'activation des kinases de la famille
Syk/ZAP70 qui déclenchent I'activation de différentes voies de signalisation. Ces voies de signalisations induisent
la modulation de I'expression génique ou la régulation de I'organisation du cytosquelette d’actine. Adapté de
M. Baniyash 2004.

D. Roéle du CD3¢{ dans le systeme nerveux central

Les premieres évidences d’une fonction neuronale du CD3{ proviennent d’un criblage
différentiel de mRNA visant a rechercher des génes impliqués dans le développement du systeme
visuel (Corriveau et al., 1998). Au cours de ce criblage, le CMHI a été mis en évidence. Compte tenu
des liens fonctionnels entre le CMHI et le CD3¢ dans le S, les auteurs ont recherché la présence du

CD3( dans le cerveau. LARNm de la protéine CD3( a été détecté dans le thalamus, le NGL et
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I’hippocampe (Corriveau et al., 1998). La protéine a été identifiée dans le cerveau par western blot
au cours du développement post-natal dans I’hippocampe (Sourial-Bassillious et al., 2006) et
également par immunohistochimie dans la couche des NGR ou elle colocalise avec le marqueur de la
densité post-synaptique PSD-95 (Xu et al., 2010). L’étude des souris déficientes pour le CD3{ permet
de mettre en évidence le réle fonctionnel de celui-ci dans le SNC. L’absence du CD3( altere la
structure dendritique des NGR se manifestant par une augmentation de la complexité de
I"arborisation dendritique et induit un développement anormal du systéme visuel.

Dans ce systeme, les neurones ganglionnaires de la rétine projettent leurs axones dans le
NGL. Initialement, les afférences provenant des deux yeux se chevauchent dans le NGL a la
naissance. Au cours des deux premiéres semaines post-natales, ces afférences rétiniennes subissent
un remodelage dépendant de I'activité neuronale et se ségréguent en régions spécifiques, établissant

ainsi des connexions matures nécessaires a la vision binoculaire (Figure 27).

Figure 27: Représentation de la voie réticulo-
géniculée.

(A) Les neurones de la rétine émettent leurs
projections au niveau des noyaux géniculés latéraux
(NGL) présents dans le thalamus. (B) A la naissance,
les projections rétinogéniculées se chevauchent dans
le NGL (haut). L’activité endogéne neuronale

A CEddrort  CEil gauche

Rétine
Nerf optique

Noyau géniculeé f’

latéral (NGL) provenant des yeux conduit au raffinement de ces

projections conduisant a une ségrégation spécifique

Radiations ) (bas). Adapté de Scott F Gilbert et L.M. Boulanger et
optiques C.J. Shatz 2004.

Chez les souris déficientes pour le CD3(, les afférences provenant de la rétine établissent des
connexions dans des zones ectopiques du noyau genouillé latéral (Figure 28) (Huh et al., 2000). De
plus, la ségrégation des afférences rétiniennes en des zones spécifiques du NLG est perturbé chez les

souris CD3Q'/' (Xu et al., 2010).

Souns sauvage Souns déficiente pour CD3,, ) )
Figure  28: Images illustrant le  défaut

développemental observé dans le noyau genouillé
latéral (NGL) chez les souris déficientes pour le CD3C.
Les souris déficientes pour le CD3¢ possedent une zone
de projection des afférences rétiniennes dans le NGL
plus importante que chez les souris sauvages
(Boulanger et Shatz, 2004).

Cette altération de ségrégation n’est observée qu’a partir de la deuxieme semaine post-

natale, quand l'activité neuronale est principalement médiée par les récepteurs glutamatergiques.
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Aucun défaut n’est détecté au cours de la premiére semaine post-natale, lorsque I'activité neuronale
impliquée dans le remodelage des axones retiniens est de type cholinergique (Xu et al., 2010). Il
semble donc que l'absence de CD3{ perturbe sélectivement la transmission glutamatergique.
Appuyant cette interprétation, des analyses électrophysiologiques dans la rétine révelent que
I"absence de CD3( affecte spécifiquement la transmission synaptique médiée par les récepteurs au
glutamate au cours de la seconde semaine post-natale (Xu et al., 2010). Chez ces souris, la motilité
dendritique des NGR est réduite et est corrélée a une augmentation de la stabilité des protrusions
dendritiques. Ces modifications de la motilité dendritique des NGR affectent la structure dendritique
et la connectivité synaptique (Xu et al., 2010). En plus des anomalies développementales observées,
ces souris présentent a I’'age adulte des altérations de la plasticité synaptique caractérisées par une
augmentation de la LTP et une inhibition LTD (Huh et al., 2000). Ces résultats ont été confirmés par
I’équipe de Kandel en 2005 (Barco et al., 2005). Cependant, il est possible que les effets centraux
identifiés chez ces souris aient une origine périphérique. Il serait donc essentiel de produire des
souris CDSQ'/' conditionnelles dans lesquelles I'expression de CD3( serait sélectivement supprimée
dans le SNC afin de clarifier ce point. Néanmoins, ces résultats restent intéressants car ils présentent
I'implication d’une nouvelle molécule dans des mécanismes cérébraux. En effet, ils permettent
d’identifier un réle nouveau de CD3{ dans des mécanismes indépendants du Sl ouvrant ainsi la voie a

de nouveaux champs d’investigation.
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Objectifs de la these

Au cours de cette introduction, nous avons vu l'implication de certaines molécules que I'on
pensait restreintes au S| dans le développement neuronal. C’'est le cas de la protéine adaptatrice
CD3¢, connue principalement pour son rble dans I'activation des LT. Au cours de ces dernieres
années, il a été suggéré son implication dans les fonctions cérébrales. En effet, cette protéine est
importante au cours du développement du systéme visuel mais également pour la régulation de la
transmission glutamatergique dans la rétine. Malgré les altérations de la plasticité synaptique
enregistrées dans I’hippocampe et dans le cortex cérébral, I'expression cérébrale de la protéine CD3(
et sa fonction au sein du SNC restent encore inconnues. Nos analyses immunohistochimiques
montrent que la protéine CD3( est sélectivement exprimée par les neurones chez le rat in vivo (E15
et adulte). Ces observations supposent que cette protéine puisse avoir une fonction dans la
polarisation neuronale. Afin d’identifier son réle au cours du développement neuronal, nous nous
sommes focalisés principalement sur deux étapes clé du développement que sont I'émergence des

premiers neurites (Article 1) et la différenciation dendritique (Article Il).

Dans un premier temps, nous avons cherché a identifier les sous populations du SNC exprimant
le CD3( et caractériser I'expression de cette protéine au cours de la différenciation neuronale in vitro
en utilisant la culture de cellules souches neurales. A I'aide de la vidéomicroscopie, nous avons
analysé dans des neuroblastes transfectés avec la protéine CD3( fusionnée a la GFP I'impact de cette
protéine sur I'émergence des premiers filopodes et neurites. Enfin, une analyse morphologique des
neurones issus de souris déficientes pour le CD3({ a également été réalisée au cours du premier stade

de la différenciation neuronale en utilisant le modéle de culture de G. Banker.

Dans une seconde partie, nous avons étudié le role de CD3{ pendant la différenciation
dendritique. Pour ce faire, nous avons analysé a I’échelle cellulaire sa distribution dans un modéle de
neurones d’hippocampe de rat (G. Banker), dont les stades développementaux ont bien été décrits.
Grace a ce modele, nous avons examiné les conséquences de la surexpression, de I'activation ou de

I'inhibition de la protéine CD3( sur le développement dendritique.

Dans une troisieme partie, nous avons examiné I'impact de la protéine CD3( sur la composition
en protéines synaptiques en comparant le niveau d’expression des protéines de synapses excitatrices
et inhibitrices chez les souris CD3C”" et souris CD3CY* adultes. Enfin, une série de tests

comportementaux afin de déterminer le réle de la protéine CD3C sur certains comportements liés a
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I'anxiété et la dépression mais également sur la fonction olfactive a été réalisé au cours du

développement post-natal.

L'ensemble de cette étude permettra de caractériser le role de la molécule immune CD3( a
différentes étapes du développement neuronal. Une meilleure connaissance du role de certains
facteurs immuns sur la physiologie des cellules du SNC et le fonctionnement cérébral est
particulierement importante pour appréhender les effets neuropathologiques potentiellement

induits par des thérapies ciblant le SI.

73



RESULTATS

74



Article I: The immune signaling molecule CD3( prevents
neuronal cell-fate decision from neural progenitor cells and
restrains neuritogenesis in newly-born neurons through a
Rho-GEF Vav2 pathway

Julie Angibaud*®, Stéphane J. Baudouin'??, Antoine Louveau®, Véronique Daguin*??, Philippe Hulin®,
Virginie Bonnamain'®, Reynald Thinard'?®, Zsolt Csaba®, Pascal Dournaud®, Philippe Naveilhan'®,
Nelly Noraz’, Véronique Pellier-Monnin®, and Héléne Boudin'?

1INSERM, UMR 643, Nantes, F44000 France
2CHU Nantes, Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, ITERT, Nantes F44000
France
*Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, F44000 France
*INSERM, UMR 676, Paris, France
SINSERM, U842, Lyon F-69372 France ; Université Lyon 1, UMR-5842 Lyon, F-69003 France
®|FR26, Plateforme PiCell, Nantes, F4400 France

Nos travaux préliminaires avaient montré une expression trés précoce de CD3( par les précurseurs
neuronaux, suggérant un réle potentiel de CD3{ dans la neurogenése ou dans les premiéres étapes de
la différenciation neuronale. Nous avons testé cette hypothese. Nous avons montré que le CD3{ n’est
que trés faiblement exprimé par cellules souches neurales in vitro et in vivo. Son expression dans les
CSN induite par transfection empéche la neurogenése. Ces résultats montrent que [l’expression
précoce de CD3( dans le cerveau embryonnaire n’est pas liée a un réle dans la neurogenése.
Cependant, la protéine CD3¢ est détéctée dans les neurones post-mitotiques nouvellement générés
par les cellules souches neurales. Avant la différenciation morphologique, quand les neurones
nouvellement générés sont encore de formes sphériques, le CD3¢ s’accumule a la périphérie de la
cellule dans des régions riches en actine. L’analyse par vidéomicroscopie de neurones transfectés avec
le CD3(-EGFP révéle que les régions riches en CD3{ corrélent avec le site d’émergence d’un futur
neurite. La surexpression du CD3¢ dans les neurones immatures 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 provenants de souris CD3( 7 ont une diminution du nombre de
filopode et une augmentation du nombre de neurites. Nos résultats suggérent que le CD3¢ régule la
polarisation neuronale en agissant comme une molécule « frein » favorisant ainsi I'extension des

filopodes qui en retour retarde I'émergence des neurites.

Manucript soumis
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ABSTRACT

Recent studies have highlighted the key role of CD3C in the activity-dependent maturation of
neuronal circuit in the brain by directly regulating dendritic arbor. Here we show that this
immune protein also exhibits an early function on the first stages of neuronal differentiation.
Qur data show that proliferative multipotent neural progenitors lacked CD3{ and that its
ectopic expression prevented neurogenesis. However, CD3{ was readily detected in
postmitotic newly-born neurons generated from neural stem cells. Before the morphological
differentiation, when newly-born neurons were still spherical, CD3{ formed aggregates at the
cell periphery, delimitating actin-rich subdomains. Time-lapse imaging of cultured neurons
transfected with CD3C -EGFP revealed that the CD3C hot spots correlated to the initiation site
of the upcoming neurite. Overexpression of CD3{ in immature neurons promoted the
formation of filopodia extending from the cell body via a Rho-GEF Vav2 pathway, at the
expense of neurite emergence. Conversely, neuronal culture from CD3(-/- mice repressed
filopodial extention along nascent neurite and enhanced neurite emergence. Our data
suggest that CD3( influences the early specification of neuron morphology by acting as a
molecular brake promoting filopodia extension, which in turn would delay neurite emergence.
This study unravels a novel mechanism for early neuronal shaping by the immune adaptor

protein CD3<.

Keywords: neurite sprouting, filopodia, actin cytoskeleton, differentiation, neurosphere,
neuroblast, Rho GTPase.

Abbreviations: NPC: neural precursor cell, DIV: day in vitro, TCR: T-cell receptor,
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INTRODUCTION

Recent evidence indicate that several molecules initially thought to be restricted to the
immune system are also expressed in the central nervous system (CNS) where they
contribute to specific nervous functions 2. While the action of this class of molecules has
been mostly studied during neuroinflammation in response to pathogens, injury or during
autoimmune and neurodegenerative diseases, their role in normal brain have recently
emerged. In particular, members of the major histocompatibility complex class | (MHC |) and
their related receptors and signaling molecules are expressed in neurons and have been
shown to play critical roles in the development and plasticity of the CNS 3 Genetic
invalidation or functional knock-down of MHC | molecules result in impaired hippocampal and

cerebellar synaptic plasticity b1

, and in altered activity-dependent eye-specific remodeling of
retino-geniculate projections at critical developmental periods ®®. Potential neuronal MHC |
receptor include PirB, an Ig-like transmembrane receptor °, members of the NK family of

innate immune receptors, Ly49 and Kirl %

, and immunoreceptors associated to the
signaling adaptor protein CD3( 812 Mice lacking CD3( phenotocopied the abnormalities in
synaptic plasticity and in the axonal refinement of retinal ganglion cells observed in mice
functionally deficient for MHC |, suggesting that these MHC I-induced effects are mediated
through CD3( signaling ® The regulation of neuronal connectivity achieved by CD3( is
associated to a prominent action on neuronal morphology, particularly in dendrite shaping. In
the retina of CD3(-deficient mice, retinal ganglion cells have a reduced dendritic motility and
an increased dendritic arborization complexity °. In hippocampal cultured neurons, activation
or knock-down of CD3( respectively inhibits or promotes dendritic growth and branching 2,
While the aforementioned studies indicate that neuronal CD3( regulate dendrite formation
and maturation, the early expression of CD3({ in immature neurons, before dendrite

2 suggested a potential

development, and even before the emergence of the first neurites
role of CD3( in early steps of neuronal differentiation. Yet, this possibility has not been

examined. Considering that the immune and nervous system share molecular mechanisms
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underlying developmental processes, including cell migration and differentiation ', the
reported involvement of CD3{ in intrathymic T cell differentiation ™ supports the hypothesis
of a mirrored function of CD3{ in neural cell differentiation. Furthermore, neural precursor cell
(NPC) proliferation and neurogenesis are markedly altered in immune deficient-mice ="’
strongly suggesting that immune-mediated mechanisms might regulate various aspect of
neuronal differentiation and maturation in the CNS.

In this study, we tested the hypothesis that CD3C might be involved in the early steps of
neuronal specification and differentiation. Our results ruled out for a role of CD3L in
neurogenesis but showed its involvement in the initial steps of filopodia and neurite sprouting

through a Rho-GEF VavZ pathway. This study unravels a novel mechanism for early

neuronal shaping by the immune adaptor protein CD3C.
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RESULTS

In embryonic rat brain, CD3{ is absent from proliferative zones, but conspicuously
expressed in postmitotic neurons.

The distribution of CD3( immunoreactivity was studied in embryonic rat brain sections by
immunofluorescence during the neurogenic period E15-E16. A widespread CD3{
immunoreactivity was observed throughout brain axis with high level in the anlage of the
olfactory bulb, cerebral cortex, hippocampal formation, hypothalamus, midbrain, pons and
medulla. Moderate to weak CD3 staining was also detected in the cerebellum and basal
ganglia. Sections from the cerebral cortex and hippocampus of E16 animals costained for
CD3( and Ki67, a marker of dividing cells, indicated that CD3{ was excluded from the
proliferative ventricular zone (VZ), demonstrating the lack of CD3( expression in proliferative
NPCs (Fig. 1A B). By contrast, extensive colocalization of CD3( immunoreactivity with the
neuronal nuclear antigen AB0 (Neun) or Slil-tubulin (Tuj1), two neuron-specific and early-
differentiation markers, was observed in several brain areas including the cerebral cortex
(Fig. 1C), the hippocampus (Fig. 1D), the mesencephalon and the anlage of the oifactory
bulb (Fig. 1E) indicating that CD3l-expressing cells were mostly postmitotic neurons.
Interestingly, CD3{ staining was not only observed in postmitotic neurons that have arrested
their migration, such as those located in the cortical plate, corresponding to the outer layer of
the cerebral cortex. CD3(-immunoreactive cells were also detected in the intermediate zone
which contains neuronal cells in the course of their migration outward the VZ toward the
cortical plate (Fig. 1A). These cells are produced shortly after the last mitotic divisions of
precursor cells suggesting that CD3L expression started either during or shortly after neuronal
commitment. To discriminate between these two possibilities, we set out an in vitro model of
neurosphere-derived neural cells to precisely study CD3( expression during neurogenesis

and to determine the effect of CD3L expression on NPCs differentiation.

Selective expression of CD3{ in newly-born neurons derived from NPCs.
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Rat NPCs were grown as neurospheres, a free-floating cellular aggregate formed of
proliferative multipotent celis that produce neuronal and glial cells under appropriate
differentiating conditions '®. The phenotype of CD3(-expressing cells was analyzed in
dissociated neurospheres at 2h of differentiation, the earliest time point for which newly-
generated neurons and glia were detected. Cells were double immunolabeled for CD3{ and
nestin (undifferentiated NPCs), GFAP (astrocytes), RIP (oligodendrocytes) or Tuj1 (neurons).
We found that 80.3 + 3.3%) of CD3C-expressing cells were immunopositive for Tuj1 while the
remaining distributed in minor proportions between nestin- GFAP- and RIP-positive cells
(Fig. 2A). Conversely, 84.4 +4.2% of Tuj1-postive cells were also immunolabeled for CD3L.
Thus, as observed in vivo in E15-E16 rat brain, CD3Z was mainly expressed by newly-born
neurons. At this precocious stage of NPCs differentiation, two distinct populations of recent
postmitotic Tuj1-positive cells were observed: smooth round-shaped cells, corresponding to
the most immature stage, and cells showing a first sign of morphological polarization
exemplified by a short lameliipodial protrusion (Fig. 2A, 3C). To determine whether one of
those two classes of Tujl-positive cells preferentially expressed CD3(, the number of
Tuj1'/CD3L" and Tuj1"/CD3L cells that exhibited or not a short emerging extension was
quantified (Fig. 2B). Among the Tuj1-positive round cells, 82,5 +4.8% of them were
immunopositive for CD3( while 17.5 + 4.8% were devoid of CD3Z, The presence of this latter
population suggests that Tuj1 expression, and therefore neuronal commitment, shortly
preceded CD3L expression. Among the Tuji-positive cells exhibiting a short protrusion,
almost all of them were also immunopositive for CD3Z (98.4 £ 1.5%), suggesting that CD3L
expression started as soon as neurons entered the morphological polarization program. To
further study the relationships between CD3( expression and neuronal cell-fate decision,
CD3{ overexpression was induced in NPCs to analyze the effect on neurogenesis.
Neurospheres cultures were prepared from mouse instead of rat embryos because higher
transfection efficiency was obtained in mouse cells. Forced CD3( expression was achieved

in mouse dissociated neurospheres by transfection with CD3{-EGFP and the number of
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Tuj1-positive neurons was quantified at 3 days of differentiation. Control conditions consisted
in neurospheres transfected with a membrane-associated form of GFP (mGFP). Transfection
of NPCs with CD3(-EGFP severely impaired neuron production as compared to control
mGFP-transfected cells (Fig. 2C). Nontransfected cells grown on the same coverslips were
not affected and developed normally in neurons, indicating a cell autonomous effect of CD3C-
EGFP expression (Fig. 2C). The lack of neuronal cells observed upon CD3{ expression in
NPCs might result from the inability of NPC-expressing CD3L to produce neurons.
Alternatively, it could also result from either a failure in maintaining a Tuj1 phenotype up to 3
days in vitro (DIV) or a delay in triggering the neuronal differentiation program. To
respectively test these two hypotheses, the number CD3Ll-expressing NPCs-derived neurons
were analyzed at shorter (1 day) and longer time of differentiation (5 days). Similarly as
observed at 3 days of differentiation, the amount of Tuj1' neurons was strongly reduced at 1
and 5 days of differentiation (Fig. 2D), suggesting that the deficiency of CD3(-expressing
NPCs to generate neuronal cells was independent on the duration of culture. We next
assessed whether expression of CD3(-EGFP would affect neuronal survival. To address this
possibility. we used a neuronal culture model prepared from E18 rat brain. This model,
constituted of postmitotic neurons, enabled to overcome the potential influence of CD3{ on
neurogenesis and therefore to accurately study the effect of CD3L on neuronal survival.
Neurons freshly dissociated were transfected with mGFP or CD3{-EGFP, plated on glass
coverslips and the number of living transfected cells was quantified 3 days later. Although a
decrease in the number of transfected neurons was observed between 0 and 3 DIV, likely
attributable to the transfection procedure itself, no difference was observed between the
number of mGFP- and CD3(-transfected neurons whatever the time of culture, suggesting
that overexpression of CD3( had no significant effect on neuronal survival (Fig. 2E).
Altogether, these data showed that CD3( was rarely expressed by NPCs and that its forced

expression inhibits neuronal cell-fate decision.
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CD3L accumulation correlates with neurite emergence from the neuronal cell body

We found a predominant expression of CD3C in postmitotic newly-born neurons. To analyze
the cellular distribution of endogenous CD3Z shortly after neuron birth, we used cultures of
rat NPCs to achieve in vitro neuronal differentiation. Soon after NPCs plating, CD3C
immunoreactivity was associated to round and smooth Tuj1-positive cells. In these cells,
CD3< was distributed in hot spots and stretches at the cell periphery, delimitating at the cell
surface several zones highly enriched in CD3C proteins (Fig. 3A), When a bud appeared at
one site of the cell, CD3L immunoreactivity was frequently polarized toward this nascent
protrusion (Fig. 3B,C). Few hours later, at 6h post-differentiation, many neurons emitted
between 2 and 5 neurites that were highly labeled at their tips for CD3{ immunoreactivity
similarly as described for neuronal cultures derived from rat neuroblats (Fig. 3D) "
Interestingly, CD3L accumulation overlapped with cytoskeleton actin-rich region as revealed
by Alexa 568-phalloidin labeling, even when none process had yet formed (Fig. 3E,F). One
hypothesis that arises from these observations is that CD3( targeting to discrete actin-rich
sites at the cell surface of differentiating neurons might contribute to the emergence of the
first neurites. To test this possibility, time-lapse imaging was performed on freshly
dissociated neurons collected from E18 rat brain transfected with CD3C-EGFP to
simultaneously follow the distribution of the fluorescent proteins and neurite extension.
Control experiments consisted in cells transfected with mGFP or EGFP. Sixty minutes after
plating, cells were imaged every 5 minutes for 6 hours (Fig. 4). We quantified the number of
newly-formed neurites for which a CD3L-EGFP aggregation was noted or not at the site of
emergence, prior neurite outgrowth. We found a transient clustering of CD3(-EGFP matching
the site of neurite emergence for 64.6 + 10.3% of neurites formed during the recording (Fig.
4A B,E). CD3L-EGFP aggregation first appeared 42.4 + 6.8 min before neurite extension,
lasted for 31.5 + 5.8 min and was no more detected as a large cluster bordering the cell body
10.3 + 2.8 min before process outgrowth. During these last ten minutes, CD3.-EGFP was

frequently associated with filopodia extending and retracting rapidly before the initiation of
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neurite outgrowth. As soon as the neurite was formed, CD3L-EGFP rapidly concentrated at
the tip of the neurite, as observed for endogenous CD3L (Fig. 4A) "% In control cells
transfected with mGFP, the fluorescent protein was mostly uniformly distributed at the cell
surface during the recorded period of time and only rarely aggregated at the site of neurite
emergence (5.7t 3.2%, Fig. 4C,D,E). As an additional control, the same procedure was
applied to EGFP-transfected cells which never showed aggregation at the site of neurite

emergence (Fig. 4 E).

CD3L-EGFP stimulates filopodia formation through a Vav2 pathway

To study the impact of CD3L-EGFP aggregation on the first steps of neurite outgrowth,

neurons freshly dissociated from E18 rat brain embryos were transfected with CD3(-EGFP

or the control EGFP vector, plated and fixed 24h latter for morphology analysis. Classically at
this stage of culture, hippocampal neurons have developed 1 to 5 minor neurites that

displayed fine filopodial protrusions “ as we observed in the present study. Neurites are

defined as processes that are more than 0.5 ym in width and are usually tipped by a growth

cone. Filopodia are less developed protrusions with a thinner width than neurites (<0.5 uym),
and show no growth cone at their tip. The most striking effect induced by CD3(-EGFP was

the presence of numerous neurons exhibited an unusual high density of filopodia directly
emerging from the cell body, a pattern that was infrequently observed in control EGFP-

expressing cells at this stage of culture (Fig. 5 A B). Quantification indicated that 10.4 + 2.1%
of EGFP-transfected cells and 41.5 + 4.1% of CD3(-EGFP-transfected cells exhibited this
filopodial pattern (Fig. 5 E). In addition, CD3(-EGFP expression increased the proportion of
neurons containing only one neurite at the expense of those containing 4 to 5 neurites as
compared to EGFP-expressing neurons (Fig. 5 F). This finding suggests that CD3( promoted

a profuse filopodia formation in young hippocampal neurons that delayed neurite emergence.

Both filopodia and neurite emergence typically require actin cytoskeleton rearrangements
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that are highly regulated by small GTPases of the Rho superfamily °. Functional interactions
between CD3{ and Rho activity mediated-actin cytoskeleton reorganization have been
reported in T cells. Upon binding of MHC-peptide complex to the T Cell Receptor TCR, CD3L
activation induces the phosphorylation of the protein tyrosine kinases Syk/ZAP-70 which in
turn serve as a docking protein to recruit signaling molecules, including the Vav family of the
guanine-nucleotide exchange factor (GEF) for Rho GTPases *'. Vav activation in T cells
participates to the cytoskeletal reorganization at the immunological synapse and to the
clustering of adhesion molecules and receptors #2*. While Vavl was restricted to the
hematopoietic system, Vav2 and 3 were more ubiquitously expressed, with Vav2 being
notably expressed in neurons %35 \We thus examined whether Vav2 participates in the
formation of filopodia induced by CD3(. Freshly dissociated neuroblasts were cotransfected
with CD3(-EGFP and either wild-type Vav2 (Vav2-WT) or a dominant-negative mutant of
Vav2 (Vav2-DN), in which Leu212 was replaced by Gln *°, Forced expression of Vav2-DN,
but not that of Vav2-WT, prevented the increase of filopodia formation (Fig.5 C-C’, D-D', E).
By contrast, Vav2-DN did not prevent the CD3(-EGFP-dependent effect on primary neurite
number (not shown). Thus Vav2 likely acted downstream of CD3L to regulate filopodia

formation but was not required in the control of the number of primary neurite appearance

from the cell body.

To directly assess the role of CD3( in neurite emergence, we examined the morphology of
cultured hippocampal neurons lacking functional CD3L. Hippocampal neurons were isolated
from E17 mice bearing a targeted mutation in the CD3( gene encoding for a nonfunctional
truncated CD3( ' or wild-type (WT) littermate mice to analyze the morphology of randomly

chosen neurons. Neurons were fixed and analyzed at 1 DIV and immunostained for Tau for

morphological analysis. While WT and CD3L-/- neurons were both competent to form

neurites, their morphological profile was different. Neurites from CD3L-/- neurons displayed
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less filopodial extension along their length than WT neurons (Fig. 5 G,H). In addition, the
proportion of neurons with 4 to 5 neurites was enhanced in CD3(-/- as compared to WT
neurons (Fig. 5 G H). These data suggest that the lack of CD3C in hippocampal neurons

limits the sprouting of filopodia along neurite shaft causing an acceleration of neurite

emergence.
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DISCUSSION

Recent studies have highlighted the key role of CD3C in the activity-dependent maturation of
neuronal circuit in the CNS by regulating dendritic arbor "%, Here we show that this
immune protein alsc exhibits an early function on the first stages of neuronal differentiation,
upstream of axonal and dendritic formation. Specifically, our data show that CD3C( is absent
from multipotent progenitor cells but readily detected in newly-born neurons. In these latter,
before neurite extension, CD3( is distributed in actin-rich hot spots at the cell periphery,
matching the initiation site of the future neurite. Overexpression of CD3C stimulated the
formation of filopodia extending from the cell body via a Rho-GEF Vav2 pathway, and
restrained neurite emergence. Conversely, cultured neurons lacking CD3{ isolated from
CD3L-/- mice resulted in a decreased number of filopodia' and an enhanced neurite number.
Altogether, our data suggest that CD3( acts as a brake signal in neurite emergence and that
an underlying mechanism may involve the activating Rho GEF Vav2 to influence the early

specification of neuron morphology.

Lack of CD3 expression in neural progenitor cells but early expression in newly-born
neurons

Our study showed a lack of CD3Z protein expression in proliferative areas of E15-E18
embryonic rat brain but an abundant and selective expression in postmitotic neurons located
in the intermediate and marginal zone of the cerebral cortex, hippocampus and the anlage of
olfactory bulbs. The presence of CD3{ immunoreactivity in the intermediate zone, lining the
surface of the ventricular zone, raised the possibility that CD3C( expression might start during
the last mitotic divisions of the precursor cells and could therefore contribute to the
engagement of NPCs toward the neuronal lineage. Several compelling evidences argued
against this hypothesis. First, in the neurosphere culture model, CD3L immunoreactivity was
mostly absent in undifferentiated nestin-positive cells but largely detected in newly-born

neurons, as shown by the concomitant expression of CD3{ with the early neuronal marker
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Tuj1. Second, if CD3C expression would occur at proliferative stages to support neuronal
commitment, then increasing the level of CD3{ expression in NPCs would favor their
engagement toward a neuronal phenotype. Forced expression of CD3(-EGFP by
transfection of NPC-derived neurospheres induced exactly the opposite, i.e. a robust
blockade of neuronal commitment. These data are in line with the observation that CD3{ was
not endogenously expressed by NPCs but only after their engagement to the neuronal

lineage.

Role of CD3( in early steps of neuritogenesis

We found in the neurosphere culture model that CD3{ was detected as soon as neural
progenitor cells had differentiated into neurons, defined for their Tuj1 phenotype. At this
stage, a large proportion of newly-born neurons were still spherical and showed no sign of
morphological polarization. However, the distribution of CD3C was already highly polarized,
distributed in several hot spots which mostly colocalized with actin-rich regions. This
observation strengthens the notion that neurons at early developmental stages are not
perfect spheres but already show a certain degree of polarization illustrated by the existence
of molecularly defined membrane microdomains . Time-lapse imaging of CD3.-EGFP-
expressing neurons indicated that CD3{ accumulation at one site of the cell preceded the
subsequent neurite emergence at the same site, suggesting the involvement of CD3Z in
neurite initiation. The fact that CD3L-EGFP aggregates dispersed a few minutes before
neurite extension to accumulate at the tips of nearby newly formed filopodia indicated that
CD3C did not represent the neuritogenesis start signal per se, but likely contributed to the
initial recruitment of signaling molecules required for filopodia formation, a process that
would subsequently impact on neurite initiation. Accordingly, we found that overexpression of
CD3L-EGFP at early developmental stages of hippocampal neurons promoted filopodia
formation while the lack of CD3{ in CD3L{-/- cultured neurons reduced filopodia extension

from neurite shaft. Filopodial extensions and neurite initiation have been shown to be linked
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through molecular mechanisms that require the actin cytoskeleton, for which the dynamic
assembly is highly regulated by Rho GTPases’**". We found that inhibition of the GEF Vav2
prevented the promotion of filopodial formation induced by CD3L. Vav2 activates Rho, Rac
and Cdc42 as a result of tyrosine phosphorylation by the protein tyrosine kinases Syk/Zap-70

or ¢-Src **

. In the CNS, Vav2 has been shown to be expressed in differentiating
neuroblasts of the rostral migratory stream ' and to be involved in several developmental
processes such as axon guidance and dendritic development % Our results suggest that
Vav2 participates in the stimulatory effect of CD3L on filopodia formation in young
hippocampal neurons. The colocalization of CD3L{ with F-actin staining supports the notion
that CD3L may couple extracellular signal with actin cytoskeleton rearrangement through a
Vav2 pathway to regulate filopodia formation.

We observed that overexpression of CD3{ promoted filopodia formation but repressed
neurite emergence. Conversely, CD3(-/- hippoecampal neurons showed a reduced filopodia
extension and an increased neurite number, Thus, CD3C-induced facilitation of filopodia
formation coincided with a reduction in neurite emergence. In more mature neurons, WT and

CD3(-deficient neurons showed similar number of primary dendrites '**

, suggesting that
CD3( delayed neurite emergence in young neurons without affecting the final number of
dendrites. During the critical stage of filopodia to dendritic spine transition, both accelerator
and brake molecules physiologically regulate this process. While accelerators such as
Syndecan-2 enhance filopodia formation and further accelerate spine maturation ***'
molecular brakes, such as Telencephalin, not only induce but also maintain dendritic
filopodia, thus slowing spine maturation 2k Similarly, though at an earlier differentiation stage,
CD3L might operate as a molecular brake in newly-born neurons by promoting filopodia
extension that in turn would delay neurite elongation and maturation. Altogether, our findings

provide evidences for an unrecognized contribution of immune-molecule-mediated signalling

pathway in early neuronal morphogenesis.
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MATERIALS AND METHODS

All protocols were carried out in accordance with French standard ethical guidelines for

laboratory animals (Agreement #75-669).

Slice preparation of rat brain embryos

Sprague Dawley rats were purchased from Janvier Laboratories (Le Genest St Isle, France).
Pregnant females were sacrificed by cervical dislocation and the abdominal cavity was
opened to remove embryos. Brains of embryos were quickly dissected and fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) in 0,12 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB) overnight a 4°C. Brains
were cryoprotected for 2 days in 10% sucrose in PB at 4°C and next immerged in a solution
of 7.5% gelatin, 10% sucrose in PB for 1h at 37°C. They were then embedded in a block of
the same solution for 1h at 4°C. Brains were frozen in liquid isopentane at -70°C and stored
at -80°C until sectioning. Coronal sections (10pum of thickness) were cut on a cryostat,
collected on Superfrost plus slides (Microm Microtech, Francheville, France) and processed

for immunofluorescence.

Plasmid constructs

The plasmid encoding rat CD3( fused at the C terminus with EGFP (Invitrogen) was
produced as previously described 2. A membrane-associated form of GFP (mGFP) was
produced by addition of the GAP43 membrane anchoring signal as previously described **.
Expression vector for Myc-tagged wild-type Vav2 was constructed by inserting the fuli-length
Vav2 ¢cDNA into pClneo-Myc (Myc-Vav2). A dominant negative form of Vav2 (Vav2-DN) was

constructed by site-directed mutagenesis to substitute Leu212 to Gin as previously described

%

Cell cultures
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Culture of NPCs and transfection. Cultures of NPCs from E15 Sprague-Dawley rat brain

were established as previously described i Briefly, tissues freed of meninges were
incubated with 0.25% trypsin for 15 min at 37°C. Following addition of 10% fetal calf serum
(FCS, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), tissues were exposed to 10pg/ml of
DNase | prior to mechanical trituration. Agregates were removed by decantation and cells
were further purified from small debris by centrifugation. Cells were resuspended in medium
composed of Dulbecco’'s modified Eagle medium (DMEM)/ Ham’s F12 (1/1, viv), 33 mM
glucose, 5 mM HEPES (pH 7.2), 100 pg/ml streptomycin, 100 Ul/ml penicillin (serum free
medium) and supplemented with 10% FCS (serum-supplemented medium) and plated in a
dish for one night. The following day, the floating cells were recovered, washed and
resuspended in the serum-free medium supplemented with N2 (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). Cells were then plated in uncoated dishes and expanded as neurospheres for 10
days (including a passage at day 7) in the presence of 25 ng/ml basic fibroblast growth factor
(b-FGF) in serum-free medium supplemented with N2. Neurospheres were then collected,
enzymatically dissociated with trypsin-EDTA and mechanical trituration to give a single-cell
suspension. Cells were plated at a density of 2x10° cells/cm® on poly-L-ornithine-coated
coverslips (50pg/ml, Sigma) in serum-supplemented medium for 2h. This procedure resulted
in a cell culture containing undifferentiated nestin-positive cells (60.0+2.2%), neurons
(9.941.0%), astrocytes (15.542.4%) and oligodendrocytes (10.9+1.3%) as quantified from
n=200-1000 cells following specific immunolabelings for each cell type (see below). For
transfection experiments, NPCs cultures were prepared from embryonic mouse brain instead
of rat because transfection efficiency was higher with the former. The whole brain was
removed from E13 C57BL/6 mouse and processed as described for rat. After dissociation,
5x10° cells were transfected by nucleofection using 100ul of the nucleofactor solution
(Amaxa Biosystems) with 4ug of plasmid encoding CD3(-EGFP, mGFP or EGFP. Cells
were subsequently plated at 2.5x10° cells/lem? on poly-L-ornithine-coated coverslips in

serum-supplemented medium o/n and remained for 1, 3 or 5 days in the serum-free medium
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supplemented with N2. Cells were then fixed with 4% PFA for 15 min at room temperature
(RT) and labeled by immunofiuorescence.

Culture of hippocampal neurons and transfection. Cultures of astrocytes were first prepared

to constitute a glial feeder layer. Briefly, cortexes were dissected from P1 newborn rat
forebrains and dissociated by trypsin and DNAse. Cells were then plated at a density of
35x10° cells/em? 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
supplements 24h before the neuron culture. Rat hippocampal culture was prepared from 18-
day-old rat embryos by previously described methods **. Hippocampi were dissected and
enzymatically dissociated with trypsin and mechanical trituration. Cells were plated at 4x10°
cells/cm® on glass coverslips coated with poly-L-lysine (1mg/ml, Sigma) in neuronal plating
medium composed of MEM containing 10% FCS, 0.6% D-glucose, 100 pg/ml streptomycin,
100 Ulimi penicillin and 1mM sodium pyruvate. Cells were transferred 3h later to a dish
containing a glial feeder layer and maintained for up to 3 days in serum-free MEM containing
N2 supplements. For mouse hippocampal neuron culture, the same procedure was used
except that cells were prepared from E17 mice brain expressing a nonfunctional truncated
CD3( gene (CD3{-/- mice) ' or wild-type (WT) littermate mice. Animals were maintained as
heterozygotes on a C57BL/6 background and embryos were genotyped by PCR amplification
as described previously . For transfection of rat neurons, dissociated cells (3.5x10°) were
mixed with 3pg of either CD3L-EGFP, mGFP or EGFP and 3yl of lipofectamine 2000
(Invitrogen) in a serum and streptomycin-free MEM containing N2 supplements. For
cotransfection experiments, EGFP or CD3{-EGFP c¢DNA (3 pg) was mixed with Vav2Z cDNA
constructs (6 pg) and 9 pl of lipofectamine 2000. After 60 min of incubation, cells were plated
at 40x10° cells/lcm® on glass coverslips as described above. Neurons were fixed at the

indicated time in 4% PFA, 4% sucrose in phosphate buffered saline (PBS) for 15 min.

Immunostaining
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Brain sections. Sections were permeabilized for 30 min at RT in PBS containing 0.3% Triton
X-100 and incubated for an additional 60 min in blocking buffer (5% bovine serum albumin
(BSA) and 5% normal goat serum (NGS) in PBS) containing 0.1% Triton X-100. For double
immunofluorescence labeling, sections were incubated overnight at 4°C with CD3( antibody
(Spring Bioscience, 0.2 pg/ml) and either Blil-tubulin (Tuj1, clone SDL.3D10, Sigma,
2.1ug/ml), neuronal nuclar antigen AB60 (NeuN, clone AB0, Chemicon, 5Sug/mi) or Ki67
antigen (Ki67, clone B56, Pharmingen, 0.5ug/ml) antibodies diluted in PBS containing 5%
NGS. After 3 washes in PBS, appropriate FITC- or Alexa Fluor568-conjugated secondary
antibodies (Molecular Probes) diluted in blocking solution were applied for 90 min at RT.
Sections were washed 3 times and nuclear staining was performed with DAPI (4', 6-
Diamidine-2-phenylindole dihydrochloride, 1.6 pg/ml) before mounting slices in Fluoroprep
(BioMérieux, Lyon, France). For control experiments, samples were treated following the
same procedure but primary antibodies were omitted.

Cultured NPCs and neurons. After fixation, NPCs were permeabilized for 5 min at RT in
0.25% Triton X-100 in PBS and nuclear staining was performed with DAPI for 5 min at RT.
After washings, NPCs were incubated for 30 min at 37°C in PBS containing 10% BSA and
then overnight at 4°C with CD3C antibedy (1 pg/ml) diluted in PBS containing 3% BSA and
0.02% azide mixed with one of the following antibody: glial fibrillary acidic protein (GFAP,
clone GAS, Sigma, 6.4 pg/ml) for astrocytes, anti-RIP (Developmental Studies Hybridoma
Bank, 7.6 pg/ml) for oligodendrocytes, Tuj1 (clone SDL.3D10, Sigma, 2.1 pg/ml) for neurons
or nestin (clone rat 401, Pharmingen, 1 pg/ml) for undifferentiated cells. After washing, cells
were incubated for 45 min at 37°C with FITC-conjugated donkey anti-rabbit (7.5 pg/ml)
and/or Alexa Fluor568-goat anti-mouse (2 pg/ml) diluted in PBS containing 3% BSA and
0.02% azide. Cells were washed in PBS and mounted with Vectashield (AbCys, Paris,
France) on glass slides for analysis on an Axioskop 2 plus microscope (Zeiss). Pictures were
acquired with 63x objective using a digital camera (AxioCam HRC, Zeiss) driven by

AxioVision Release 4.2 software. The same procedure was used for cultured hippocampal
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neurons with the following antibodies: myc (clone 9E10, 1 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology)
and tau (1.7 pg/ml; Dako). For F-actin staining, cells were incubated with Alexa Fluor568

phalloidin (0.2 units/ml, Invitrogen) for 30 min at 37°C prior to immunostaining.

Time-lapse fluorescence imaging

Neuron suspension, transfected with either CD3-EGFP, mGFP or EGFP, was plated at a
density of 80x10° cells/cm? in Lab-Tek dishes (Nunc, USA) coated with poly-L-lysine. After 2h
of plating, the medium was replaced with a phenol-free Ringer solution containing 168 mM
NaCl, 2.4 mM KCI, 10 mM Hepes, 10 mM D-Glucose, 1.3 mM CacCl; and 1.3 mM MgCl;, pH
7.4, Dishes were put in @ humid chamber at 32°C placed on an inverted microscope leica
DMIB000B (Nanterre). Pictures were acquired for 6 hours every 5 minutes with 40x and 20x
objectives using a camera CoolSnap HQ2 (Roper Evry) driven by Metamorph version 7.56
software (Roper Evry). Movies were reconstructed with Metamorph 7.56 software.
Fluorescence intensity profiles measured at sites of neurite emergence were plotted as a
function of time using Image J software. The fluorescent signal was considered to cluster
when it remained restricted to the site of sprouting and when a transient increase in the

intensity reached at least three times the baseline value.

Phenotype analysis of cells derived from NPC cultures

To determine the proportion of undifferentiated cells, astrocytes, oligodendrocytes, neurons
and CD3C-expressing cells generated from NPCs at 2 of differentiation, 5 fields of each
coverslip were randomly analyzed with a 20X objective. A total of 200-1000 cells were
counted from 4 independent experiments and expressed as a percentage of total cells
determined by DAPI staining. To analyze the morphology of Tuj1'/CD3( and Tuj1'/CD3’
cells derived from NPCs, the cells were classified in two groups: smooth round-shaped cells
and cells exhibiting at least one protrusion. A total of 150 cells were analyzed from 3

independent experiments and the results were presented as percentage + SEM. To
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determine the number of neurons generated from NPCs transfected with mGFP or CD3(-
EGFP, each coverslip immunostained for Tuj1 was systematically scanned with a 10X lens
and each transfected cells (green) was scored as Tuji-positive or -negative cell. Results
were presented as percentage + SEM from 3 to 5 experiments. Data analysis was performed

using Excel and GraphPad Prism 4 and statistical analysis were done by Student's { test.

Quantification of neuronal survival upon transfection

To determine the effect of CD3L-EGFP transfection on neuronal survival, the number of
healthy transfected neurcns from E18 rat brain culture was counted at 0 and 3 DIV. The
neurcnal health was assessed by morphology analysis and tau staining. Quantification was
performed in 2 coverslips from 2 experiments. In each coverslip, the number of cells was
recorded in 8 fields randomly chosen with a 20X objective. The same procedure was
achieved with mGFP-transfected neurons as control. Results were presented as percentage
+ SEM. Data analysis was performed using Excel and GraphPad Prism 4 and statistical

analysis were done by Student's ¢ test.

Neuronal morphology analysis

The number of primary neurites emerging from the cell body and the number of cells with a
high density of filopodia were quantified. Neurites were defined as processes that are more
than 0.5 pm in width and are usually tipped by a growth cone. Filopodia are less developed
protrusions with a thinner width than neurites (<0.5 ym), and show no growth cone at their tip
*_ For experiments involving transfection, 20 transfected neurons per coverslip were
randomly acquired with a 63x lens and the number of neurites was determined for each cell.
Neurons were also scored for their density of filopodia: neurons exhibiting more than 5
filopodia emerging from the cell body were classified as “neurons with high density of
filopodia". Analyses were performed in 2 coverslips from 2 to 4 experiments. For WT and

CD3L-/- mouse cultured neurons, 10 fields per coverslips were randomly chosen with a 40X
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objective, and all the neurons present in the selected field were analyzed for their number of
neurites exhibiting or not at least 5 filopodia along their length. Data are presented as
average + sem from 2 to 3 cultures prepared from different embryos (2 coverslips per
culture). Data analysis was performed using Excel and GraphPad Prism 4 and statistical
analysis were done by Mann Whitney and Student's t test. Images were processed and

prepared for printing using Adobe Photoshop.
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TITLES AND LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1. Distribution of CD3{ immunoreactivity in embryonic rat brain. In the cerebral
cortex (A-A") and hippocampus (B-B") of E18 rat embryo, CD3L immunoreactivity (A, B) was
detected in the CP/MZ and SP/IZ but absent from the proliferative VZ labeled with the
dividing cell marker Ki67 (A', B', green). Double immunolabeling of E15-E18 rat brain with
CD3{ antibody and the neuronal markers Tuj1 (C-C") and NeuN (D-D") indicated that CD3C
is restricted to postmitotic neurons. In the anlage of the olfactory bulbs, CD3C
immunoreactivity largely overlaps with Tujl1-labeled neuronal cell bodies (E-E"). Cell nuclei
are labeled with DAPI (blue). CP: cortical plate, 1Z: intermediate zone, MZ: marginal zone,

SP: subplate, VZ: ventricular zone, Scale bar, 150 pm.

Fig. 2. CD3{ is selectively expressed by newly-born neurons and prevents
neurogenesis when overexpressed in NPCs.

(A) Phenotype analysis of CD3C-expressing cells derived from rat NPCs. Dissociated
neurospheres plated on glass coverslips were fixed after 2h of differentiation for double
immunolabelings of CD3L (green) with the markers (red) of undifferentiated celis (nestin),
neurons (Tuj1), oligodendrocytes (RIP) and astrocytes (GFAP). Cell nuclei are labeled with
DAPI. The histogram shows the distribution of CD3(-expressing cells among the different cell
types. Data are presented as percentage of total CD3C-expressing cells + SEM of 193 cells
from 4 experiments. (B) Quantification of the number of CD3L" and CD3L cells among the
Tuji+ cell population exhibiting either a round shape or a protrusion at 2h of NPCs
differentiation. For each group, data are presented as percentage of total Tuj1” celis £+ SEM
of 50-105 cells analyzed from 3 independent experiments. (C) Mouse dissociated NPCs
transfected with mGFP or CD3C-EGFP (green) were allowed fo differentiate for 3 days and
immunolabeled for Tuj1 (red). While numerous mGFP-transfected NPCs produced neurons

(small arrow and left histogram), almost none CD3(-EGFP-transfected NPCs developed in
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neurons. Nontransfected cells grown on the same coverslips were not affected and
developed normally in neurons (large arrows and right histogram). Data are presented as
percentage of Tuj1" cells relative to control mGFP transfection + SEM from 2 coverslips
analyzed from 3 to 4 experiments. *"p<0.01 (Student’s t test) compared to NPCs mGFP
transfection. (D) Mouse dissociated NPCs transfected with mGFP or CD3l-EGFP (green)
were allowed to differentiate for 1, 3 and 5 days and were immunolabeled for Tuj1. The
number of Tuji-positive cells was quantified at each timepoint. Data are presented as
percentage of Tuj1’ cells at 1 day of differentiation relative to control mGFP transfection +
SEM from 2 coverslips analyzed from 3 experiments. **p<0.01 (Student's t test) compared to
NPCs mGFP transfection. (E) Quantification of the number of transfected neurons prepared
from E18 rat brain. Neurons were transfected at 0 DIV and quantification was performed at 0
and 3 DIV. For each time point, no difference is observed between the number or mGFP-
and CD3L-EGFP-transfected neurons. Data are presented as percentage of total mGFP
transfected neurons at 0 DIV + SEM of 40-100 cells analyzed from 2 experiments.

Scale bar, 30 pm.

Fig. 3. Distribution of CD3{ immunoreactivity in newly-born neurons derived from rat
NPCs. (A-D") Double immunolabeling of CD3C (green) and the neuronal marker Tuj1 (red)
after 2h (A-C") and Bh (D-D") of differentiation. Cell nuclei are labeled with DAPI. (a, b, c.d)
Magnification of the boxed area in A", B", C" and D". In spherical newly-born neurons,
CD3C immunoreactivity is distributed in hot spots and patches at the cell periphery (A-A", a).
When the neuronal sphere is broken, CD3C immunoreactivity is concentrated at initial
budding (B-B", b) and protrusions (C-C", ¢). During neurite growth, CD3{ immunoreactivity
redistributes to concentrate at or close to the neurite tip (0-D".d). (E,F) Cells derived from
cultured NPCs were labeled after 2h of differentiation for CD3< (green) and with Alexa Fluor-

568-conjugated phalloidin (red) to visualize F-actin-rich regions. Colocalization between
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CD3C and F-actin is observed before the initial budding (E-E"”) and remained apparent during

neurite formation at the tip of growing processes (F-F"). Scale bar,10 ym .

Fig. 4. CD3{ accumulation correlates with neurite emergence from neuronal cell body.
Time-lapse recording performed immediately after plating of CD3(-EGFP-transfected (A, B)
or mGFP-transfected neurons as control (C, D). (A) CD3.-EGFP selectively accumulates in a
pole of the cell from which a neurite subsequently emerges (arrow). (B) Quantification of the
fluorescence intensity of CD3,-EGFP measured at sites with (black line) and without (grey
line) neurite emergence in 3 representative cells. The fluorescence intensity of CD3L-GFP
peaks a few minutes before the emergence of a neurite marked by the arrow. (C) In mGFP-
transfected neurons, no selective accumulation of the fluorescent protein was observed at
the site of neurite emergence (arrow). (D) Quantification of the fluorescence intensity of
mGFP measured at sites with (black line) and without (grey line) neurite emergence in 2
representative cells. The fluorescence intensity of mGFP gradually increases overtime, and
shows no correlation with neurite initiation marked by the arrow. (E) Quantification of the
number of newly-formed neurites for which aggregation of the transfected protein was
observed or not at the emerging site. Data are presented as percentage of total emerging

neurites + SEM of 34-37 neurites from 12-16 cells analyzed from 2 experiments. ***p<0.001

(Student's t test) for CD3(-EGFP vs mGFP-transfected neurons. Scale bar, 10 ym.

Fig. 5. CD3L promotes filopodia formation via a Vav2 signaling but repressed neurite
extension.

(A-D’) Dissociated neuroblasts were transfected with either EGFP (A), CD3(-EGFP (B),
EGFP and myc-Vav2-DN (C,C') or CD3(-EGFP and myc-Vav2-DN (D,D'). Neurons were
fixed 24h after the transfection and stained with @ myc antibody to visualize myc-Vav2
proteins. (E) Quantification of the number of transfected cells with a high density of filopodia.

Data were expressed as a percentage of total transfected cells + SEM of 100-200 cells from
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2 to 3 experiments. ### p<0.001 (Student’s t test) for CD3{-EGFP vs EGFP; **p<0.01 and
***p=<0,001 for Vav2-DN vs control or Vav2-WT. (F) Quantification of the number of cells with
1, 2-3 or 4-5 neurites expressed as percentage total transfected cells with neurites + SEM of
86-114 cells from 2 to 3 experiments. “p<0.05 (Student's t test) compared to control EGFP-
transfected neurons. (G) Cultured hippocampal neurons from WT or CD3(-/- mouse at 1 DIV
immunostained for tau showed a decreased in filopodia extention along neurite length and an
increase in neurite number emerging from the cell body in CD3L-/- neurons. (H)
Quantification of the number of neurites with >5 filopodia expressed as percentage of total
neurites (61-102 neurites), and of the number of cells containing 1, 2-3 or 4-5 neurites
expressed as percentage of total cells (80-170 cells) from 2 to 3 experiments. *p<0.05

(Student's t test) compared to control WT neurons, Scale bar, 7uym

Fig. 6: Schematic representation showing how CD3{ may impact on neuronal

commitment and neurite initiation.
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Article II : The signaling adaptor protein CD3C is a negative
regulator of dendrite development in young neurons

Stéphane J. Baudouin*®, Julie Angibaudm, Gildas Loussouarn®®, Virginie Bonnamain'®, Akihiro

Matsuura®, Miyuki Kinebuchi®, Philippe Naveilhan'??, and Héléne Boudin'*

'INSERM, UMR 643 et ‘U915 Nantes, F44000 France
CHU Nantes, Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, ITERT, Nantes F44000
France
3Université de Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, F44000 France
>Centre National de la Recherche Scientifique, ERL3147, F-44000, France
®*Department of pathology, Fujita Health University School of Medicine, Aichi, 470-1192, Japan

Dans cette étude, nous avons examiné le réle de CD3({ au stade de la dendritogenése. Des analyses
biochimiques et immunohistochimiques dans le cerveau de rat adulte et dans des neurones
d’hippocampe en culture montrent que le CD3{ est principalement exprimé par les neurones et
associé au compartiment somatodendritique dés que les dendrites débutent leur différenciation. Au
cours de cette étape, la protéine CD3( est sélectivement concentrée dans les filopodes et les cénes de
croissance des dendrites, structures riches en actine impliquées dans la croissance des neurites. Le
blocage de la traduction de la protéine CD3¢ ou la surexpression de la forme mutante du CD3¢ dont
les sites de phosphorylation dans les domaines ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs) ont été inactivés induisent une augmentation de la complexité de I'arborisation dendritique. A
I'inverse, I'activation du CD3¢{ endogéne a I'aide d’un anticorps extracellulaire dirigé contre le CD3¢
réduit la taille et I'arborisation dendritique. Ces résultats révelent un nouveau réle de la protéine
CD3¢ dans le SNC, notamment son implication dans le développement dendritique via des

mécanismes dépendant de ses domaines ITAMs.
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A novel idea is emerging that a large molecular repertoire is common to the nervous and immune systems, which might
reflect the existence of novel neuronal functions for immune molecules in the brain. Here, we show that the transmem-
brane adaptor signaling protein CD3, first described in the immune system, has a previously uncharacterized role in
regulating neuronal development. Biochemical and immunohistochemical analyses of the rat brain and cultured neurons
showed that CD3C is mainly expressed in neurons. Distribution of CD3¢ in developing cultured hippocampal neurons, as
determined by immunofluorescence, indicates that CD3( is preferentially associated with the somatodendritic compart-
ment as soon as the dendrites initiate their differentiation. At this stage, CD3{ was selectively concentrated at dendritic
filopodia and growth cones, actin-rich structures involved in neurite growth and patterning. siRNA-mediated knockdown
of CD3{ in cultured neurons or overexpression of a loss-of-function CD3{ mutant lacking the tyrosine phosphorylation
sites in the immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) increased dendritic arborization. Conversely,
activation of endogenous CD3{ by a CD3L antibody reduced the size of the dendritic arbor. Altogether, our findings reveal
a novel role for CD3{ in the nervous system, suggesting its contribution to dendrite development through ITAM-based

mechanisms.

INTRODUCTION

Neuronal communication requires the formation of neuro-
nal circuitry, achieved by a coordinated development of
axons and dendrites, The ability of dendrites to recelve and
process neuronal signals is greatly determined by the den-
dritic architecture elaborated during development, It is now
well established that dendrite formation is regulated by
multiple factors that precisely control the extent of dendritic
outgrowth and branching. Newronal activity (Lohmann e al,
2002y, diffusible cues such as semaphorins and Slits (Polleux
et al., 2000; Whitford ef al,, 2002), and intracellular signaling
molecules (Fink ef ol 2003} have all been shown to regulate
various steps of dendrite development. Interestingly, a large
number of the aforementioned factors are also involved in
the differentiation and function of other cell types in the
immune system, For example, semaphorins and Slits are
required for the maturation, migration, and activation of T
lymphocytes and dendritic cells (Wu ¢t al., 2001; Kumano-
goh and Kikutani, 2003). This common molecular repertoire

This artiche was published online ahead of print in MBC in Press
(http-/ / www.maolblolcell.org /cigi /doi /10,1081 /mbe BO7- (0 -(847)
on March 26, 2008,

Address correspondence to: Heélene Boadin (helene. boudinibunav-
nantes.fr).

Abbreviations used: ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activa-
tiont motif; TCR, T-cell receptor; DIV, day in vitro.
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shared by different biological systems emphasizes the exis-
tence of similar mechanisms underlying fundamental func-
tions in cell differentiation, maturation and activation, Con-
versely, the expression and the role of several proteins
thougze to be specific for the immune system have recently
been extended to the CNS (Boulanger and Shatz, 2004). This
is the case for the CD3 subunit CD3{, a transmembrane
adaptor signaling protein only characterized to date in T
lymphocytes and natural killer (NK) cells, which associates
to different cell surface receptors depending on the cell type
(Lanier, 2001; Pitcher and van Oers, 2003). In T-cells, CD3¢ is
A component of the CD3 complex, the signaling module of
the T-cell receptor (TCR) that recognizes peptide fragments
presented by major histocompatibility complex (MHC) mol-
ecules and is thus responsible for antigenic recognition
(Samelson et al, 1985). CD3¢ is instrumental in these pro-
cesses because it is required for receptor-mediated signal
transduction through its three copies of immunoreceptor
tyvrosine-based activation motif (ITAM; Pitcher and van
Qers, 2003). Moreover, CD3{ also participates in intrathymic
T-cell differentiation, which is arrested in mice lacking CD3¢
(Malissen of al,, 1993). Brain analysis of these CD3[-deficient
mice showed a striking abnormal development of the reti-
nogeniculate projections in the visual system (Huh et al,
2000). Defects in synaptic plasticity recorded in the hip-
romm us were also observed with an enhanced LTP and a
ack LTD (Huh et of., 2000; Barco ¢f al., 2005). These
findings suggest a novel role for CD3L in the development of
the nervous system as well as in synaptic functions. How-
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ever, the cerebral expression of CD3{ proteins and the iden-
tity of CD3Z-expressing cells have yet to be elucidated, In
this study, we show that CD3¢ is predominantly expressed
in neurons where it selectively localized at dendritic growth
cones and fi a. CD3{ loss-of-function experiments in
cultured neurons increased dendritic arborization, whereas
activating endogenous CD3{ inhibited dendritic branching.
Altogether, our findings reveal a novel role for CD3E in the
nervous em, highlighting its contribution to neuronal
de\relopu:g:t. guing

MATERIALS AND METHODS

Alfnmoc\i.i were camied ot .la.mﬂhnu with French standaed othucal
guidelines for kb imals (A T5-6a9),

s 4 WABS

Neuronal Morphogenesis Regulated by CD3

Cell Cultures

COSY cells were mmémm;lmwaummtm

/ml vein, and 100 U/ .

“NMN cllbures werw er:ld from whobe brains of E15 rat
embryos as previously described (! Tanguy et ol 2006), Briefly, tissues
frevd of maninges wene incubated wath 0 25% ervpsin for 15 min 41 37°C, and
after addition of 107, FCS and 10 mp/ml DNAse |, were dissodated by
mechasical triniration. Aggregates were remaved by decantation and celh
wore further feom small debwris by contrifuga
was then incubated for 12 h in basai culture medium composed of DMEM
containng Hmt‘l’l‘ll/l \'ollmllji Smuﬂmsmluﬂ'ﬁg;l?ﬂ
and 100 U/mi medium}
P Pemnm and the d oells were w8
mvdmm supplemented with N2 (Invitrogen) and 10
ng/udFGF-Z‘u-dlmvforlhefnmmmd , After 5 & of culture,
were dissociated by trypsin am:dekol mmmmp.:
9 e-coll suspension. This was then pla onpoly—twudm—ooo
gl;:st'o\'wmpﬁaudmm of 3 x ¥ cm? for 2h i complete madiuen
and subsoquently foved In 4% PEA and &% sucrose in PBS.

Glia cultures wore From newbon st Sorebeaine. Briefly, cormwses
were dissected and mhdbyu)pmndmmmm:dbm
plared at & density of 35 % lo’wlh/mmmmmnmnﬂ
o-glucase, 100 pg/ml m-g:myal. and 100 U/ml pi The medium

Antibodies

Two comercially availabie nn-(Dx .ﬁdw-pmﬁed nbhn yelonal an-
ribodien ware wsed for CDR b tion. Pd(Abaﬁ) was
raised against an 3654, correspond sedlul of the
prosein (Spring Boscience, anm CA\ m o«oml mhxl) (AL22) was
mised agamnst aa 22-30, a v uw I oxtra-
ovllular fegion of the protiin (Ahxh mxomm. san . CAY The maus

dies 10 wu | wau-1, clone Cﬁ). ! bl

smodpmn‘mmdnne meuronal nucies (NeuN), and glye-

(GAPDH; clooe &C5) were pur-
chased from Chemicon (Billerica, MA). The mouse moncclonal B-ubulin

was replaced wil g N2 suppd 24 b before
lh nouron culmm
1 cul d from ($-d-old rat
«nbmntvypmlmlymhdmemmb (Gonbinr of ul., IW& Pupol et al.
Py ejrigpe p=lergone Wmm
on glass cover o W, A~ For
ek ';savundd h —--mswm aﬁ%ﬂﬂl}'dlﬂ %

lo‘«lum- For all other uses, cells were plated at 4 « 107 cellv/cm® The
wlkwnalhwdtoamhmm«d’nbs‘owbmgumk«dmndhﬁ
a glial fooder Layer, p described above, and

wotype O antibody (Twl, chone SDLIDI0 and the mouse lonal anti-

glial fibnillary ackdx peotein (GFAP) were obtained from Segma (St Louls,
MOY andd the rabbit polyclonal tau from Dako (Glostrup, Demmark). The
mouse monoclonal anti-ofigodendrocy s (R was parchased from Develop-
mental Stodies Hybridoma Bank (University of Towa, Jowa City, 1A) and
ant-CTR0 {clone OX7) was puschased from Bioatlints (Nantes, Franee) The
Mo mh-CDllb/c (elonwe OX-L\ and mnﬂ)lél {close 320 were pto-
duced in our From b ined from the E
mdwmémmefaum umnmm\mwm
tor (CTMSR, clone HIS24) was purchased from BD Bascionces

fovupm!ld n seruen-frov MEM with l\" mprlmu Nesirons werv usod

and lysis 3 b aftee plating
ornhwl 2,47, 10, mdzldmmm(mﬁ For Western blat analysis, cells
were collected at 7 DIV

ant-CT45 recp
&n Jose, CA) Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit and biotinylued. nnd
fluorescemn {sothiocyanate Cﬂw‘uyﬁd donkey ant-rabbit ¥

Western Blot Analysis

For Wessern blot analysis, tes from CO3(-travmbected COS-7 cells, 7

DIV cultuend pousoas, T ty yoos, arsd rat forebrain and spleen were

prepansd Ildeﬂv. and COS-7 cells were seraped into PBS
ming & inhibitors and were than pellotad and resus
dod in L buinn were kolaved from total splonc-

anhbodlnwmpumhmdhmlthubonmy(l!u}w Ml':l‘nm
aminomethylkoumann acetate (AMCA) din was obtai
from Beckman Coalter (Fullerton, CA) ard h&uﬁuwmwtmm
and gost anti-mouse were obtained frum nvitrogen (Carlsbad, CAY

PCR Analysis

Total RNA was extracted from 50 to 100 mg of rat bram and by
tion in 1 ml of Teizol reagens {Invistogen, Carlw:l.‘d CA) min

qws aftee nylon wool adhervnce and dophetion of CD161 (NK culis), COTIb /¢

{monocyes), and COSR {8 lymphocytes) pasitivo cells using magnesic boads

(hviuosen/l)mal Cardsbad, CA). For issue preparation, rat focebrains and

‘umnfa‘loﬂmlw-uvmwlnlom
| of

1

1rn,-HCI pH 74,
The

god at 700 % 5(« 10 min
ﬂmw;mnmlnmm'[lxhdmdmmhmdnhﬂfm % g $or 30 min, and
hmmmmdmIOnMTMK‘l pH 74, The membrane
preparation was solubilized in Lacmmli buffer

Cell icees (500,000 cedle) and tissue b (30 g of prosein)

nmmmb ed by chi
After f and washing in ethanal, WNMM—

wore foaded on an SDE-PAGE (12% acrylamide) aned transh w0 niteo-
Ll 1 was blocked with 5% daed milk in 20

ponded i water and frozen at —20°C until use. ABter Turbo DNAse
(Iaviteogen), 2 pg of RNA were nevense-transceribed with & MMLV-revers

- The
mM Trie-HCL pH 74, containing 045 M NCL and 0.0% Tween 20 (TBST). The

tanscriptase systom (Invitrogen). The symbesized cONA was d d for
2 min at 92°C, and 100 ng was subjected 10 35 cycles of PCR amplificabon
(92°C for 308, 50°C far 30w, 72°C foe 1 min, and a final extensson step a1 72°C
for 5 min) in a total volume of 25 pl contaming 0.4 uM of sense and antiserse
pﬁmlwl.'ol‘l’w;nwmﬂnvml and 200 uM of NTP. For the

tion of CDAZ mRNA, the sense oliganadeotide primer was 5 TC-
GAGGMTT(CCACCAMG[CGACGGTAKAGC-J' and the anti-

s oligonuchotide prmer was 5° -T(.MTACCGFTC.CGCCAGGG!I;C-
AGGG'ICIG\" rL'Q w a‘l’sz';-bue pair frag

R 3 R i i)
Inndcm (HP uﬂng the | fallowing :a of sense, &'

TCACCAS', giving rise to a 262base pair amphﬁaﬁm product. 'CR
products were loaded an a 2% agarose gel.

Slice Prepamtion

Adult make Sprague-Dawley rars wesghing 200 g were deeply -msauuxed
with Rompun-ketamine (14} ot 1 mi‘kg (lp) They were thal

was then | ght in AbJe COX antibody (25 g /ml)
ar with anti-GAPOH antibody (02»3 ml), dilutod in TEST containing 5%
dehydrated milk, washed with TBST, incubated far 1 h in peroxidase-con|u-
gndsoatmnbbllmﬂxﬂy(lmwmpmxmmwcddmkﬂ
mu-nwnsonmbodv ely, and visual using a ch
b (an"-“-"n.hnd P 1o wray films,

Immunostaining

For immunohssmod oy Tt brain sections, sections wiere first inculased
in 03% H;Op m 01 M TB for X min and, after two washes in B, were
additionally moubased for 30 min &n N nomul nal donkiey serum (NDS) in PB.

After two washes in I'S, overnsght at 3°C with AbJe
02 p;/ml) ar Ab22 (5 g/ ml cm(. Amhxlm dilutesd in PB wnnm-ng 39-
NDS and 0.05% Triton X-100. The foll g day, were wash

mnwmmwbrummmywm:mnbhucmm.c
120 in PE containing 0.5% NDS, followed by 45 min in streptavidindwotine

solution (ABC Vectastam, Vector Laboratories, Burdingame, CA)
A(nmenlrmmﬂ.mwrvhmwrhkdmdmumu&»

transcardially with 250 mi of 4% b de (TFA} in phosp
buffered saline (PES), Brmmdi-tm!mdpo‘tﬁxadmﬂum-oh
tion for [ I 4t room semperatury and then were aryoprotecied oventight at
490 0 a solution of 15% sucrose in PES and thon 45 I at 4°C in 30% sucrose
in FBS. Coronal sectioes (30 g thick) were cat an a cryostat and collected in
01 M phaosphate buser (PB), pH 74,
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dine (Vector Lab ) for 10 mun at rooen eenperature and
were then mounted on gelatin<oared slides, dehvdrated m graded ethanol,
delspsdated in xylene, Mpdwmmwnmnud\mhnb
micsoscope (Thomwood, NY). For control experiments, the peimary antibaod-
s were omited durning the procedise. For double tmmunoflusessomos
hbel::&" wene incubated overnight at 4°C with Ab36 CD3{ antibody

anti-GFAP (15000, anti-NouN (12000, anti<CIN1b/¢ (1.500), or

2445
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ant-RIP (1.500) antibodies diluted in PB containing 3% NDS and 00.05% Triton
X100 Slices were then incubated for 1 h with the approprate FITC- or Alexa
F!m:&'ﬂl-\ovu ndi«ondatv mﬁbodiun"mnnd 11000, m;\wwol))
and d wi iuld (Vocror Lab ) on glass slides for anal-

wml‘nniIud't.WAmdh.mml’BnSDlV.mdwmmmdt-
beled for MAP2 marphological analy

Tomheﬂ«uoimhlm wmkmmmm\{-tsmhum
neurcns were teoated at 7 DAV for 5, n 30, &0, and 120 min with 10 uM

yis on an Axiosh po (Zaiss). Pactuess weri acquired with
10 and 20« utyethvam a digital camera (AxioCam HRC, Zeiss) driven
by AxioVision Release 4 2 software, Two animals were analvzed 10 determine
the phenotype of COS-expressing cells in the brain. For each animal. the
number of COX-positive cells was recorded in the neocortex from two slices
(IDCDJ{-pc-mve cells per alice), and the number of CD3{-positive cells that
were also immunaoresctive for GEAP {astrocyte), NmN tneum\ CDlib/¢

ol ¢Ségema) an Inhibstor of the Syk/ZAP70 family of the proten
mvahe 100 nM & hal (Calbiochem, San Diego, CA) a spe-
aific inhibytor of lek, o protein tyrosine kinase of the Sec family, 1 M PP2
{Siggma), a broad inhabitor of the Sec hmdvpconml{m:nhmnmtﬁwnﬂ.
or 50 nM wortmannin (Sigma), an inhibitor of phy

ﬂnumsamhhbnwmndddmmﬂvmhmlmm«imhmn
cnmmmudmrﬁomk To teat the rofe of the actin cytoskeleton an CO3¢

(microglia), or RIF {oligodendrocyies) was
wmp«pawdfupmnngwhhmphomhopmm&ihm
stem cells and oubtared pewrons, cells were fixed in 4% PFA for 15 min,
leed For 5 min mn 0.25% Teiton X-100 in P85, and incubated for 30
w100 bovine serum albumin (BSA) in PBS at 37°C. Cells weew then
incubuted overnight in Ab36 CD3Y antibody (1.5 g/ ml) or CD90 antibody (3
pg/ ml) diluted in PBS containing 3% BSA. For double labeling, Ab36 CDOY
antibody was mived with either MAP2 (1:200), -1 (1 Slm.m T\ql (11000}
antibodies. F-actin was labeled with ‘l‘R!TC-phlmdm 0000, Sigma Al
dﬂdllforlhnﬂbehmhmumnimn; bmlhmncnhm!wﬂh
4 o FITC, biotn (1:200), or
Ah-n Hmt ssm.nnn Whmtheblndu<m]mand antibody was used, colls
were M Mug; pravidin (1:200. For
double labeling on brain i ltured cells, |
achivwed by omitting one of th(-‘pdmuy antibosties showed the fack of
crosereactivity beaween the , b .wm b of signal
spillover betweon the two channel ,.vmv tod with
Vectashield on glass slides for “'mun‘ kop 2 plus mic
(Zesins) I'lmmhmnqum with 20 and 63% cbnmvn using nd:gihl
camera as described above.

DNA Constructs amd Small Interfering RNA

A plismid encoding mt CDI fused at the C teeminus with enhanced grden
Ruorescent proben (EGHM was produced,. The coding sequence of CDORE
g a Kozak at the 5' end was obtained by PCR it

| waer ‘Inr\)minu\d&nnd.‘hwmnluhl
c,'to:hahﬂlD(Sﬁgm)nddcdmlhn I from a
DIMSC shock.

Quantification of CD3{ Expression and Neurenal
Morphology Analysis
Toquantify CD3{ or GAPDH expression in Ctlil-npmg CC!‘-? adls after

«iRNA foction, the signal ity cbta

was measured frunlourupembunb‘ lmngr I sohwan-nmpr/lnbm-

fonsh gov /ij/} and { y ob d from
cells without nRNo\ To wufy CON i uvity =

after siRNA & .,, d on the mic pe with a

10 lens aned p of fected c«l were wnh 440 odjective.

mmmmyd('ml“ i was 1 with the limage |

softwase in well-isolated GFF-positive neuroms cotrarssecsed with either con-
'mlorCDB‘siRNAsmdm Nmmsknudmuby!ht
transfiected cells. Tl msensity of CD3( i tvity was d
!Nme fivld, but excluding the cell body, because CDY was m-lniv
4 to dendnites and b the thich of the cell body is a froquent
mdmﬁchhmgmwihﬂwmm” A total of
1634 cells per exp were analyzed from two independ.
l‘onn:h unﬂndual L&Judkwnnunnd&nmn
pest b S L ol Yo e e
mn{‘DS{ ﬂmeummlymcﬂ'-ponm reurona relative to nearby

and subckmed in frame into the EcoRI-Age] sites of pEGFP-N to generute the

CD&(-GH' expression plasmid.

a mutant form of CDN with llmmlymdmmdmwl\u-
nmd y phenylalanine in the three ITAMs, 100 ng of the three
primers bearing the mutabons—5-AACCAGCTCTTTAACG T-
CTAGUCCGAAGAGAGGAATTTCATCTTTTCS, (5-AAGGCGCTGTTCA-
ATCGCACTGCAGAAAGACAAGATGLCAGAGGOCTTCAGTGAGATT-S',
and (8 ACCGOCCTTTITOCAGCCTCICAGCACTCOCACCAAGGACACCT.
TTCGACGCCCTG-Y —were mixed with 100 ng of CDR-GFP DNA template
ﬂw reaction was performed usitg e QuickChange Mult ﬁ»ﬁm&d

Ta arah foched with contral siRNA,
SIRNAL SRNAY, maﬁ) aﬁm or COM6YSRGFP, vach coversly was
sy stematic mmlwl&aloxhnmaqmulm&aw!wﬁxm
tive Images mGFP-labeded were projecsed on the
ﬂpﬂmmmmwmbhmmhhmd
mmwhnmﬂhwhddaﬂmhm“!
As defined in previous studies using a moded of hipp P 1
rusions with a bength <10 pm Bkely corresponded 10 Alopodia and
mhkmwhnupmmwmﬂuwh 210 o were defnnod as
d ches (Jaworskd of al, 2005; Terry-Lorenzo of af., 2005). Conse-

s Kit {5 La Jolla, CA) ding to the r's
u\smmAl.llheCDS{cDNA were condi d by ing

quently, only Ih!pmmmimn with 4 u-n,m =10 um weee uhm Ity dccosint

For small inherfering RNA {sIRNA) experiments, four sense and ;
oligtmucheotides corresponding o the following CDNA sequences were pur-
chased from Ambioa (Auwstin, TX) 5 -OCAAAAUUCWB-S'
and 5 -CACUCCUGCUCAAULUUG! S A
5" -GCIXZUAUMCCAGCUCMU&-J and 5° AUUGAGCUOGL‘UAUA-
GAGCI-Y; aRNA2 nuckotides 129-M7, S“GGUAACAUGUAAUUAG-
Guo and SLCACCUAAUUACAUCUUACCEY, siRNAS, nucleotides
1066-1084, wwl 5-GOOGUGUACAAUGCACUGCH and 5-GCAGUG-
CAVUGUACACGOCH: siRNA4, nudeotides #4-4620 A control siRNA
{Ambion), which showed no homology 80 any known gene seguences from
rat, mouse, or human, was used as a negative control.

Transfections and Pharmacological Treatments

Transtecton of COS-T colls with the COAexpressing plasmad pRZ-3 (Hoh ¢

af., 1990) was performed using the Lipofecsamine 2000 seagent (lovitrogen) as

previously described (Baudouin ef ol , 2006). To deteemine which siRNA was

the mose efective in reducing COR[ prodein expression, COS-7 cells were

cotranstocted widl)ngotpnz-amd 50 oM of wther siIRNAL, 2. 3, or 4 or

the Lipof 2000 One day after trans-
o analyze CD3¢ pmbm expressyan by Western

kcum c:lb wm

Nnum ! was perh d ar 3 DAV with 3 ug of either COX-CFP
<DNA oe 3 olCDS{-éKN‘-CH‘ or 3 ugoi ane-targeted GFP
(mGFP) cDNA [CAP-GFP(S5TY, a gift from Dr. K. Monyoshi, Kyoto Univer-
ity, Japars Moriyoshi et af, 196], using 3 pl of the Lipofectamine 2000
mgim.P.Thvmﬂswmﬁndml\WAa?dl'L-mml’u“-nﬁm\"u
MAP2 and tau double labeling,
For siRNA assays, wene cotransbected at 3 DIV with 3 pg of mGFP
CDINA andd 50 aM of SIRNAT or sIRNAI using 3 ul of the Lipofectanine 2000
The cells were fixed in 4% PFA and 4% sucoose in PBS at § DIV for
MAP2 and CD3{ double snmunciabeling.
For antibody treatments, either 5 pg/ ml Ab22 CDN antibody or 5 ug/ml
1 antibody 1 I CDé (3g8) wery added %0 rwuron cultusss at 1
and 3 DIV, In control cultures the same volume of velick was added. Cells

2446

ify the and leoggeh of 103ad 15
al‘wmacomdknmmhmmmm&psknﬁchwumdum
A wotal of 29-63 cefls were analyzed for ea
two to four

Memdmap«im&mdmdammgewnudunw
age T SEM. To aml)xvcxp«lmmvnlm neuron ol
cither 355 or CDAE from MAP2dabeled
dnmlynuqulndwnhlmx mdwvluu mdﬂunmﬁcmdlmsﬂiol
i 4 as above. Mmpruannlnmy:‘
Snlolnmuldw&mﬂspu ded fram two to
lwmuﬂpn(&lﬂcﬂnmmhpﬂobuﬂndﬁommudlmmb
was using Excel (Mi-
crenoft, Redmaond, WA and Graphiad l'mm{tsmbbgu,("n and seatis-
tcal analyses wore done by Student's § sest lmages wero processed and
prepared for printing wing Adobe I'hotoshop.

Fluorescence Measurements of Intracellular Calcium

mdmof,\l-zzcmz "‘,on‘ Nular calcum
(C27* LY in 7 DIV cultured wgﬂn«kwmmime
fluorescent probe Fluo-3 AM [Mdoculu Probes). Neurons were loaded with
4 M Fluo-3 AM in Tvrode (145 mM NaClL 4 mM KCL, | mM MgCly, 1 mM
CaCly, 5 mM HEPES, and 5 mM glucose) and 0.02% Pluronic at 37°C for 30
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Figure 1. Expression of CDY in the rat brain and in cultured
mevrons. (A) Expression of CD¥ mRNA in the rat brain, PCR
amplification of CD3{ mRNA extracted from adult rat brain and

leen (!osmvc control). HPRT amplification products indlcated

t PCR was performed on comparable levels of RNA. (B) Identi-
fication of heterologously expressed and endogenous CD3L by
Western blot, Cell ho tes of nontransfected (COS-WT) and
CDA-transfected (COS-CDAY) COS-7 cells, as well as membrane
homogenates red from rat spleen, brain, 7 DIV cultuned nea-
rons, and T-cells were resolved on a 12% SDS-PAGE and immuno-
blotted with Ab36 CDY{ an . An immunoreactive band can be
observed at 32 kD in CDA-transfecked COS-7 cells, spleen, cul-
tured newrons, and T-cells and at 26 kDa in brain homogenates
Molecular weight markers are indicated on the right.

before antibody application, Calciem vasiations were quantsfied by a linear
regrission of the first 10 points of the fluorescie curve after antibody
application (AF/F/tin "L

RESULTS

Expression of CD3{ in the Rat Brain and in Cultured
Neurons

To examine whether CD3{ mRNA was expressed in the
brain, RT-PCR amplifications of CD3¢ was performed on
total RNA extracted from rat forebrain and compared with
the spleen. Amplification of HPRT transcripts served as an
internal control to confirm RNA integrity for each prepara-
tion. In brain samples, a band of the expected size of 152
base pairs was detected, although exhibiting a lower inten-
sity in n preparations (Figure 1A). The expression
of CD3{ at the protein level was investigated by Western
blot experiments under nonreducing conditions to preserve
the disulfide bridge of the homodimer forms of CD3{ known
to be prevalent in immune cells (Baniyash, 2004). Western
blots of COS-7 cells transfected with rat CD3¢ cDNA showed
that the Ab36 CD3{ antibody yielded a single band of 32
kDa, whereas no signal was apparent in nontransfected cells
(Figure 1B), In the spleen, T and cultured neurons, the
32-kDa form was also detected, whereas a 36-kDa band was
present in rat brain nates (Figure 1B), a molecular
weight in agreement with the 37-kDa form of CD3( reported
in hi reparations (Sourial-Bassillious et al,
m).Pmtel:izﬁm of the molecular forms of CD3¢
expressed in heterologous COS-7 cell systems, splenocytes,
and peripheral T-cells have been well established, which
showed that the nonphosphorylated CD3{ homodimer ex-
hibited an apparent molecular weight of 32 kDa and that
activation-induced tyrosine phosphorylation of the ITAMs
resulted in the appearance of multiple forms with molecular
weights ranging from 36 to 45 kDa depending on the num-
ber of phosphorylated tyrosine residues (Sancho of al,, 1003;
Furukawa et al, 1994; Garcia and Miller, 1997; van Oers et al.,
20000, Although the 32-KDa form of CD3(¢ detected in CD3-
transfected COS-7 cells, spleen, T-cells, and cultured neu-
rons likely corresponds to a nonphosphorylated CD3{ ho-
modimer, the 36-kDa band dctfcted in the brain might
reflect the existence of a constitutively phospharylated form
of CD3{ in cerebral tissue,
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We next examined the expression pattern of CD3{ protein
in rat brain slices by immunohistochemistry with the anti-
CD3¢ antibodies Ab36 and Ab22. Using both antibodies,
CD3{ immunoreactivity was widely distributed in numer-
ous brain areas, including the cerebral cortex and hippocam-
pus (Figure 2, A-F), Importantly, the distribution of CD3{
immunoreactivity displayed by Ab3é strongly paralleled
that obtained with Ab22, at regional and cellular levels,
supporting the specificity of the immunolabeling produced
by both antibodies (comg:re Figure 2, B-E, with Figure 2,
B'-E"). CD3¢ immunolabeling was extensively associated
with neurons, as assessed by double labeling with the neu-
ronal marker NeuN (Figure 2G) and was shown to outline
the periphery of cell bodies and to be associated with den-
dritic processes {Figure 2, C, C', and F). The phenotype of
CD3-expressing cells in brain slices was further analyzed in
the neocortex by counting the number of CD3(-positive cells
that were also immunoreactive for NeuN (neuron), RIP (ol-
le), or GFAP (astrocyte), or CD11b/c¢ (micro-
glia). The quantification indicated that 91 = 2 and 4 = 1% of
the total CD3¢-expressing cells (n = 1200 from two rats)
were associated with neurons or oligodendrocytes, respec-
tvely (Figure 2, G and H). The remaining was associated
with unidentified profiles. Conversely, 88 + 5% of neurons
(n = 1300) and 44 = 6% of oligodendrocytes (n = 117) were
immunopositive for CD3Z. No labeling was observed within
astrocvtes and microglia (Figure 2, Tand J). Altogether, the
biochemical and immunostaining data obtamed with the
Ab36 and Ab22 antibodies are consistent with a prominent
constitutive neuronal expression of CD3{ in the brain and in
cultured neurons.,

CD3¢ Is Selectively Enriched at Growth Cones and
Filopodia during Neuronal Development
All of the following immunostaining experiments were per-
formed with Ab36 CD3¢ antibody, To determine at which
stage of neuronal development CD3{ started to be ex-
pressed, we first used primary cultures of neural precursor
cells grown as nearospheres, a free-floating cellular aggre-
gate of neural stem cells (Reynolds et al., 1992), After
dissociation of the neurospheres into a single cell suspension
and plating onto glass coverslips, neural stem cells initiated
their differentiation to generate neuronal and ghial cells, This
culture system allowed to obtain neuroblasts at a very im-
mature stage, only a few hours after the initiation of their
differentiation from neural stem cells. Two hours after plat-
ing, cells were double-labeled with Ab36 CD3{ antibody and
a tubulin 8 1T (Tujl) antibody used as a neuronal marker
g;gum 3A). At this stage, 12 = 1% of total cells (n = 346
) were immunopositive for Tujl, and 725 = 64% of
Tujl-pasitive cells (n =« 43) were also immunolabeled for
CD3¢. Conversely, all of the CD3{-immunopositive cells
were additionally immunopositive for Tyjl, indicating that
CD3{ was specifically expressed in newly differentiated neu-
rons. Within these cells, CD3{ immunoreactivity was mostly
associated with the periphery of the cell, suggestive of a
plasma membrane localization (Figure 3A),

To study the developmental pattern of CD3Z distribution
in neurons, we chose a low-density hippocampal neuron
culture model for which the critical developmental stages
have been well characterized (Dotti ef al., 1988). At 1 DIV, a
stage corresponding to the emergence of few minor neurites
and preceding the axonal polanzation (stage 2; Dotti of al.,
1988), CD3Y immunoreactivity was highly concentrated at
the tip of growing neurites, closely associated with growth
cones (Figure 3B), We found that 92 = 3% of the neurites
exhibited CD3{ immunoreactivity at their tips (74 neurites
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Figure 2, Distribution of CDY immunoresctivity in the it brain. (A} In the parietal cortex, CDI-immunoreactive cells are detected
throughout the six layers, but immunolabeled neuronal processes predominate in layers V and VI (B-E’) The comparison between the
distribution of CDY immunoreactivity in rat brain slices as revealed by Ab36 (B-E) and Ab22 (B'-E') antibodies. Both antibodies give rise
1o a virtually Identical labeling pattern, as shown here in the cerebral cortex (B, BY, C, and C') and hippocampus (D, D, E and E'). At high
magnification in the cerebral cortex (C and C') and in the dentate gyrus of the hippocampus immunolabeled with Ab36 (F), most
CDAg-expressing cells exhibit a neuronal morphology and are immunolabeled within both perikarya (arrows in €, C', and F) and dendritic
Processes (arrowhesds in €, C°, and F). (G-]) Double immunolabeding of }uppwam;\ai sections with Ab36 CD3J antibody (green) and the
markers (red) NeuN for neurons (G), RIP for oligodendrocybes (Hj, GFAP for astrocytes (1), and CD11b/¢ for microglia (J). Scale bars, (A)

00 pemy; (B and E) 75 jum; (C, F, and G=]) 15 gm; () 1 mn

analyzed from 18 cells). At 2 DIV, a stage of selective axon
elongation in which the longest neurite corresponds to the
growing axon (stage 3; Dot et al, 1988), CD3{ was still
accumulated at the tip of the processes, with equal distribu-
ton observed for axons and minor neurites (Figure 3C). In
addition, high CD3{ immunoreactivity was also detected
within small nascent protrusions localized along neurites,
corresponding o potential future ramifications (Figure 3C)
At 4-5 DIV, characterized by continuing axonal growth and
differentiation of minor neuntes into dendrites (-«,.gu 4;
Dotti et al,, 1988), CD3{ distribution was similar to that
observed at 2 DIV, with a further speaific enrichment of
CD3Z immunoreactivity at the tips of processes. Neverthe-
less, unlike at 2 DIV, at 4-5 DIV CD3{ showed a marked
preferential localization with dendrites than with axons
(Figure 3D), as confirmed by double-labeling experiments of
CD3¢ with the dendritic marker MAP2 and the axonal
marker tau-1 (Fgure 4, A and B). Although CD3{ immuno-
reactivity was observed in the somatodendritic domain of
virtually all neurons, only a few immunopositive axons
were detected. By 7-10 DIV (stage 5; Dottiet al., 1988), which
is marked by continued maturation of axonal and dendritic
arbors, CD3¢ immunoreactivity was still highly compart-
mentalized at the tips of dendrites, and profusely assocated
with filopodia and spine-like protrusions of the somatoden-
dritic domain (Figure 3, E and E'). At 21 DIV, when neurons
have reached a mature stage characterized by the formation
of synaptic contacts, CD3{ immunoreactivity was distrib-
uted in clusters that largely overlapped with the postsynap-
tic marker PSD-95 {Figure 3, F and F’). However, not all, but
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a subset of PSD95-expressing synapses was immunopositive
for CDAL, and conversely a fraction of CD32z clusters were
colocalized with PSD-95 (Figure 3F'). To examine in detail
the CDA¢ cellular distribution within growth cones in voung
neurons, double-staining experiments on 3 DIV neurons
were performed with Ab36 CD3¢ antibody and either
TRITC-phallotdin or anti-tubulin 8 I antibody, to visualize
the respective F-actin- and microtubule-rich regions of the
growth cone {(Figure 4, C and D), CD3{ immunoreactivity
largely overdapped with the actin meshwork concentrated in
the peripheral region of the growth cone, but was only
rarely associated with the extending filopodia (Figure 4C)
The central region, characterized by bundles of microtubules
was mostly devoid of CD3{ labeling (Figure 4D). Altogether,
analysis of the developmental pattern of CD3Z immunorne-
activity in cultured neurons showed that it is expressed
early during neuron differentiation and is associated with
growth cones and filopodial protrusions throughout devel-
opment, As the neurons mature, CD3{ immunoreactivity
becomes mainly restricted to the somatodendritic compart-
ment where it is enriched at synaptic sites

CD3L Clustering at the Tips of Neurites Is Dependent on
Filamentous Actin amd Protein Tyrosine Kinases of the
SYKIZAP-70 Family

Because CD3¢ was associated with F-actin-rich regions, we
tested the role of actin filaments in localizing CD3¢ at
growth cones and filopodia. Neurons were treated with 1
uM cytochalasin D for 24 b to disrupt actin microfilaments
and were subsequently immunostained for CD3{. This ma-
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E

bition of Syk/ZAP-70 kinases would affect CD3A{ accumula
tion at growth cones and filopodia. Neurons at 7 DIV were
treated from 5 min to 2 h with 10 gM piceatannol to inhibit
Svk /ZAP-70, and CD3{ distribution was studied by im
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observed (Figure 5C). The piceatannol-induced CD3{ dis-
persal was significantly reversible after 4 h of washout
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inhibit Syk/ZAP-70 kinases, a few studies have
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ck (Geahlen and McLaughlin, 1989), We
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ated by protein tyrosine kinases of the Syk/ZAP-70 family
play a major role in regulating CD3{ distnbution in neurons.

CD3L sIRNA and a CD3E Mutant Lacking the Sites of Tyr
Phosphorylation Impairs Dendrite Formation
On the basis of our finding that CD3{ proteins are specifi-
cally enriched at dendritic tips and protrusions during the
stage of dendrite elaboration and maturation, we examined
whether CD3{ might play a role in dendrite devel ent.
Ford\is[gurpose, we used an siRNA approach to k-
down CD3{ protein expression in cortical neurons culture.
Four CDA{ siRNA sequences against different regions of
CD3Z were tested for their efficacy and specificity in sup-
pressing CD3{ expression in CD3¢-transfected COS-7 cells
(Figure 6A). We found by immunoblot analysis that two of
them, siRNAL and siRNA3, caused a marked reduction of
the CD3¢ protein expression reaching 30.7 + 6.1 and 7.5 =
5.2%, respectively, of the signal intensity of CD3{-expressing
cells transfected with a control siRNA (Figure 6A}. To test
whether these siRNAs can decrease the expression level of
endogenous CD3{ in neurons, cultured neurons at 3 DIV
were cotransfected with either siRNA1 or siRNA3 and
mGFP as a marker of transfection, and CD3¢ immunoreac-
tivity was quantified in the dendritic arbor at 5 DIV, The
addition of sIRNA1 or siRNA3J induced a severe reduction of
endogenous CD3{ level that dropped 1©021.7 x 6.0% (n = 23)
and 14.5 = 5.1 (n = 16), respectively, of the averaged CD3¢
signal intensity measured in nearby untransfected neurons
(Figure 6, B and C). The control siRNA did not affect CD3{
immunostaining as compared with neighboring untrans-
fected cells (987 = 14.8%, n = 34; Figure 6, B and C). The
SIRNA transfections were performed at 3 DIV, and the cells
were analyzed at 5 DIV, a period corresponding to a stage of
dendrite differentiation in this neuronal culture model (Dot of
al., 1988), Therefore, these experiments allowed us to test the
contribution of CD3¢ to dendnte formation. We observed that
CDAL SIRNAT andd siRNA3 significantly increased the size and
the complexity of the dendritic arbor analyzed after immuno-
staining for CDA3¢ and the dendritic marker MAP2, The total
length of dendritic branches recorded per cell was increased by
90 and 123% upon transfection with siRNA1 or siRNA3, re-
spectively, compared with control cells transfected with a con-
trol siRNA (control siRNA, 865 = 111 pm, n = 63 cells; CD
«iRNAL 1633 = 163 pum, n = 52 ¢olls, p < 0.001; CDX
siRNA3, 1926 = 316 pm, n = 29 cells, p < 001, Student’s ¢ tost;
Figure 6, C-E). Moreover, the amount of dendritic branching
recorded per cell was increased by 80 and %%, after transfec-
tion with CD3{ siRNA1 or siRNA3, respectively, comparad
with siRNA control cells (control siRNA, 294 = 034, n = 63
cells; CD3¢ siIRNAL, 529 = 045, n = 52 cells, p < 0.001; CDX
siRNA3, 586 = 089, n = 29 cells, p < 0.01; Figure 6, C-E).
There was no detectable difference in the dendnitic arbor be-
tween cither sRNAT and SIRNA3 (p = 043 for the i
length and p = 057 for the dendritic branchpoint number) or
between mGFP and control siRNA (p = 0,63 for the branching
length and p = 0.60 for the dendritic branchpont number;
values for mGFP age 79.1 £ 105 um for the branching length,
n = 56 cells, and 270 £ 03] for the number of dendritic
branches, n = 56 cells), supporting that the changes in dendritic
hology induced by CD3-targeted siIRNAs were ifi
ol ke o he recied CB3¢ apresion, P
To further test the role of CD3{ in dendrite outgrowth, we
ted a putative dominant negative form of CD3,. In T
Ivmphocytes, CD3{ is the critical signaling subunit of the
TCR-CD3 complex involved in the recognition of MHC-
peptide complex present on antigen-presenting cells. The
function of CD3¢ critically depends on its 3 ITAMSs, a se-
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quence motif containing two Tyr phosphorylation sites
(YxxLx{6-8)YxxL). On TCR-MHC binding, Sec family pro-
tein tyrosine kinases Lck or Fyn phosphorylates the T
residues in the ITAMs, triggering the T-cell response. Su
stitution of the six Tyr into Phe residues completely abol-
ished the ability of CD3{ to be phosphorylated and therefore
converts CD3¢ into an inactive form (Lowin-Kropf et al,
1998; van Oers ¢t al,, 2000}, We thus replaced the six Tyr of
CD3{ fused to GFP (CD3¢-GFP) by Phe and the resultin
CD3{-6Y6F-GFP construct was overexpressed in cul
neurons by transfection at 3 DIV. Neurons were transfected
with mGFP alone as control, Cells were fixed at 5 DIV ancd
immunostained for MAP2 to label dendrites. In neurons
overexpressing the CD3{-6Y6F-GFP mutant, the dendrites
were more elaborate than in the mGFP-transfected cells
(Figure 7). Quantification revealed that the total branch
length recorded per cell and branchpoint number per cell
increased by 65 and 42%, respectively (for total branch
length cell, mGFP, 79.1 = 10.5 pm, n = 56 cells; CD3-
6YOFGFP, 1309 = 188 um, n = 32 cells, p < 0.01; for
number of branchpoint per cell, mGFP, 2.70 & 031, n = 56
cells; CD3-6Y6F-GFF, 3.84 * 0.46, n = 32 cells, p < 0L05;
F 7). Thus, expression of CD3{-6Y6F-GFP affected den-
drtic development by promoting branchpoint formation,
suggesting that CD3¢ may be normally involved in dendrite
patterning, likely through an ITAM-based mechanism. Con-
versely, transfection with CD3{-GFP induced a reduction in
the length and number of dendritic branches recorded per
cell by 34% (525 = 6.8 um, n = 58 cells, p < 0.05) andd 27%
(197 = 0.20, n = 58 cells, p = 0.051), respectively, compared
with control cells transfected with mGFP {see values above;
Figure 7). This result suggests that endogenous CD3¢ activ-
ity was limiting in dendrite patterning and that increasing
CD3¢ concentration through neuron transfection with CDA¢-
GEP further inhibited dendrite development. Altogether,
these results suggest that neuronal CD3{ is a negative reg-
ulator of dendrite outgrowth and patterning.

Application of CD3{ Antibody to Cultured Newrons Elicits
Intracellular Caleium Increase and Inhibits Demdrite
Development

If CD3¢ is a negative regulator of dendrite development,
then activating endogenous protein should impair dendrite
formation. We used a CD3{ antibody to the short
extracellular domain of the molecule (antibody Ab22} as a
tool that might potentially activate cell surface CID3¢. Initial
characterization of the intracellular signaling mediated by
CD3{ in leukocytes relied on the use of chimeric
comprising a heterologous cell-surface molecule fused to the
cytoplasmic tail of CD3Z (Irving and Weiss, 1991; Letourneur
and Klausner, 1991). Application of antibodies to the cell
surface of these chimeric receptors recapitulated the signal
transduction events normally elicited by the intact TCR-CD3
receptor complex that leads to Ca®' mobilization (Wange
and Samelson, 1996). We applied a similar strategy with
CD3¢ Ab22 antibody to measure Ca®* mobilization by flu-
orescent Ca®™ imaging on live neurons, Tt is important to
note that these experiments were carried out in the absence
of the glial feeder layer, thus enabling measurement of direct
effects of CD3¢ antibody on hippocampal neurons, because
the low-density culture system we used represents a virtu-
ally pure neuron culture model (Goslin ef al., 1998). Exper-
iments were performed in the absence of external Ca** to
measure the release of Ca®* from internal compartments.
Application of 5 pg/ml control antibody (3g8) targeted to
the extracellular sequence of the human transmembrane
protein CD16 for 10 min did not affect the [Ca®*], level
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(arrowheads). Neurons tran «d with either CDG{ siRNAI IRN AL show a decreased CDA{ immunoreactivity in dendrites (arrows) and
a more complex dendritic arbor compared with control cells. (D) mGFP-labeled cultured cortical neurons transfected at 3 DIV and fixed at
5 DIV sampied from cultures transfected with mGFP alone, or mGFP + control siRNA, or mGFP' + CD3Z siRNAL or mGFP + CDAL siRNA3
(E) Quantification of the total length an umber of dendritic branches per cell. Data are presented as mean = SEM of 2963 cells from two
to four independent cultures. ™ p { p < 0.001 (Student’s ¢ test) compared with o
with mGFP and the control siRNA. Scale bar, 20 um

it analysis. An equal amount of protein was log
blotted against CD3Y and GAPDH antibodies. CD3Y siRNAT and siRNAY induced a strong
intensity for each CD3 siRNA is pl
siRNA. The data are expressed as
(B) Quantification of CD3] express
a ratio of anti-CD3{ fluorescence int
cells from at least two cultures; *

otted below as a percent of t
n = SEM from four experime

a robust CDAL immunoreactivity on dendrites

nding measurements in cells cotransfected
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Figure 7. Overexpression of a CDA! mutant lack-
ing the Tyr }‘2!4E~}‘flt't$l.ltl»‘l\ sites in the ITAMs in-
creased dendritic branching. Neurons transfects
3 DIV with mGFP or CO3E-GFP or CDA-6Y6F.
were fived at 5 DIV and were visualtzed by the GFP
signal. The dendritic arborization was increased in
neurons expressing CO SGFP but reduced in
neurons expressing CON-GFP compared with con
trol neurons transfected with mGFP. The length and
number of dendritic branches were measured and
data are expressed as the mean + SEM of 22-58 cells
from three m-.Srp«-ﬂJvm [} \Iwrlmvnr-. (bottom rlghliv
P - 0.05 P 0.01 (Student’s ¢ test) compared

with corresponding measurements in cells trans- CD3. 6Y6F-GFP

fected with mGFP. Scale bar, 15 am

(Figure SA). By contrast, the subsequent application of Ab22
CD3¢ antibody at 5 pg/ml onto the same cells induced a
rapid rise of [Ca=" |, in 87% of the neurons {46/53 recorded
cells from three experiments; Figure 8A), indicating that
CD3{ Ab22 antibody induced a Ca®* release from internal
stores, likely through a direct binding to cell surface-associ-
ated CD3{ proteins, These data suggest that Ab22 exhibits
agonist-like activity and activates endogenous CD3{ trigger-
ing a [Ca?* ], increase. We thus applied CD3{ Ab22 antibody
to neuron culture to analyze the effects of endogenous C3¢
recruitment on dendrite patterning. The CD3{ antibody (5
pg/ml) was added at 1 and 3 DIV, and the cells were fixed
at 5 DIV for MAP2 immunostaining followed by dendrite
motphology analysis. The control cultures consisted in the
addition of either the vehicle alone or the control antibody
328. No difference was observed in the dendritic arbor be-
tween the vehicle- and 3g8-treated neurons (for total branch
length, vehicle-treated cells, 467 = 7.6 um, n = 52 cells,
control antibody treated-cells, 52.0 = 9.1 pum, n = 40 celly;
p = 065 for branchpoint number, vehicle-treated cells,
1.71 = 0.21, n = 52 cells control antibody treated-cells, 183 =
023, n = 40 cells, p = 0.72; Figure 8, B and C). By contrast,
substantial modifications of the dendritic profile were ob-
served after CD2L Ab22 application. Both the total branch
length and the number of branchpoints per cell were de-
creased by 78 and 67", respectively, compared with control
3g8-treated cells (for total branch length per cell, 113 = 23
pm, n = 5 cells, p < 0.001; for branchpoint number per cell,
0.60 £ 0.12, p < 0.001; Figure 8, B and C). Collectively, our
data suggest that activating endogenous CD3¢ inhibits den-
drite development in young neurons

DISCUSSION

A novel idea is emerging that a large molecular repertoire is
common to the nervous and immune systems, which might
reflect the existence of neuronal functions for molecules
originally characterized in the immune system. Alterna-
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uvely, such converging repertoire might also reflect physi-
ological interactions between the two systems (Boulanger
and Shatz, 2004; Steinman, 20¥4). Here, we show that the
signaling adaptor protein CD3{, first described in the im-
mune system (Samelson ¢f al., 1985), has a previously un-
characterized role in regulating neuronal development
CD3¢ distribution in developing neurons showed a selective
association with dendritic filopodia and growth cones, actin-
rich structures involved in neurite growth and patterning
Loss-of-tunction experiments by siRNA-mediated knock-
down or by overexpression of CD3{ mutated in its three
ITAMs affected dendrite formation with an increased num-
ber and length of dendritic branching. Conversely, overex-
pressing CD3¢ or activating endogenous CD3{ by a CD3Y
antibody reduced the length and number of dendritic
branches. Altogether, our findings reveal a novel role for
CDA¢ in the nervous system, highlighting its contribution to
dendrite development through an ITAM-based mechanism

Neuronal Expression of CD3{ and Its Selective
Association with Growth Cones amd Filopodia in

Young Neurons

We provide biochemical and immunohistochemical evi-
dence for the expression of CD3{ in the CNS. Previous
studies reported the detection of CD3{ mRNA in feline and
mouse brain sections (Corriveau ef al,, 1995; Huh ef al., 2000),
but our study is the first to demonstrate expression of CD3¢
protein in brain slices and to identify the CD3{-oxpressing
cells, which were predominantly neurons and to a lesser
extent oligodendrocytes, The cellular distribution of CD3¢
mmmunoreactivity analyzed in developing hippocampal
neurons showed a prominent enrichment at dendntic
growth cones and filopodia in young neurons and at den-
dritic SPINES N mature neurons These aforementioned neu
ronal subdomains are all actin-rich structures, and we in-
deed found in young neurons a striking colocalization of
CD3¢ with F-actin, Treatment with the actin depolymeriza-
tion agent cytochalasin D caused a dispersal of CD3{ clus-
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Figure 8. Application of CD3{ antibody to mpal cultured
neurons nu.!g:k an intracellular caleium )mvhmup::!uoa the
complexity of the dendritic arbor. (A) Cultured neurons at 7 DIV
were loaded with Fluo-3 AM and exposed sequentially to the con-
trol antibody 3g8 (5 pg/ml) and to the CDX AB22 antibody (5
u/ml). Lett, tative relative fluo-3 fluorescence in response
to 3gB and CDA{ antibodies shows a rise in [Ca**], after CD3¢
antibody application. [Ca®*], increase was observed in 46 of 53
neurons from three different cultures. Right, bar graph comparing
the slope of fluorescence increase triggered by 3g8 and CD3{ anti-
bodics. (B) MAP2-immunolabeled 5 DIV hippocampal neurons

led from cultures troated with a control antibody (control) or
with CD3¢ Ab22 antibody (CD antibody). (C) The length and
number of dendritic br were measured o0 neurons immuno-
stained for MAP2Z Results are shown as the mean + SEM of 40-52
cells from two experiments, *** p < 0,001 (Student’s ¢ test} compared
with cormesponding measurements in 3g8 antibody-treated cells.
Scale bar, 80 um

ters, indicating that the accumulation of CD3{ at growth
cones and filopodia was dependent on F-actin, Interestingly,
(D3¢ remained colocalized with F-actin puncta spread
throughout the neuropile upon actin disruption, suggesting
a close molecular interaction between CD3¢ and F-actin,
Association of CD3{ with the actin cytoskeleton has been
reported in lvmphocytes and proposed to play a role in the
dynamic rearrangements of the actin cytoskeleton required
for the formation and stabilization of the immunological
synapse at the interface between antigen-presenting cells
and T lymphocytes (Caplan et al,, 1995; Rozdzial ¢t af., 1995;
Krummel and Davis, 2002), In neurons, the localization of
CD3{ at eytoskeletal Factin-rich structures positions it ide-
ally for a role in the regulation of dendritic shaping driven
by actin-based mechanisms. CD3{ could directly bind actin
filaments to regulate actin network assembly or act as an
adaptor molecule that would connect membrane receptors
and signaling proteins linked to the assembly/stability of
actin cytoskeleton, In the latter case, one possibility is that
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the effects of CD3{ recruitment on neuronal morphogenesis
involves the actin-related RhoA GTPase, which has been
documented to inhibit dendritic growth and branch exten-
sion (Li ¢f al., 2000; Wong et al., 2000).

Novel Function of CD3{ in Dendrite Patterning

Our finding that CD3¢ was enriched at dendritic growth
cones and tilopodia in young neurons suggests a potential
role for this molecule in dendrite morphogenesis. Accord-
ingly, the inhibition of CD3{ expression in cultured neurons
by sIRNA increased dendrite outgrowth, a phenotype sim-
ilarly obtained by expression of 4 CD3{ mutant lacking the
Tyr phosphorylation sites within the ITAMs. The effects of
the CD3-6Y6F-GFP mutant were likely due to the compe-
tition with the endogenous protein and suggest that the role
of CD3{ on dendritic shaping required tyrosine-based sig-
naling motifs. Conversely, CD3{ overexpression, which pre-
sumably mimicked an increased recruitment of the protein,
and CD3¢ antibody application, which acts through the ac-
tivation of endogenously expressed CD3Z, both reduced the
length and number of dendritic branches. Together, these
data suggest that CD3{ acts as a negative regulator of den-
dritic arbor complexity through an ITAM-based mecha-
nisms.

A critical role for CD3¢ in the establishment of the neuro-
nal network has been described in the retinogeniculate pro-
jections of the visual system (Huh ef al, 2000). In mice
lacking CD3¢, the area of retinal projections in the lateral
geniculate nucleus is abnormally larger and ectopic dusters
of inputs were observed, indicating that CD3{ is required to
precisely restrict the field of retinal projections (Fluh ef of,,
2000). The fact that CD3{ mRNA was detected in the lateral
geniculate nucleus suggests a postsynaptic ression of
CD3{ proteins in this area {Huh ef al., 2000). In light of our
results, one could hypothesize that CD3{ deletion might
result in an excessive dendritic arborization of lateral genic-
ulate nucleus neurons, which in turn might induce a broader
extension of axonal inputs, as observed in mutant mice,

Potential Mechanisms for CD3{ Newronal Function

In T-cell, CDA{ is a component of the CD3 complex that also
includes CD3eg, -y, and -5 subunits, The CD3e, -y and -6 have
all been detected in the corebellum and CD3e-deficient mice,
in which CD3-y and CD3-8 protein levels are also reduced,
showed an impaired neuronal architecture of Purkinje neu-
rons (Nakamura et al., 2007). The cerebral expression of the
four CD3 subunits raised the possibility that a kind of CD3
complex may exist in the brain similarly as in the immune
system. However, CD3{ mRNA was not detected in the
cerebellum (Nakamura ¢f al, 2007), and we were not able to
detect CD3e at the protein level in forebrain samples (data
not shown). Thus CD3{ appeared to be expressed in distinct
brain regions different from those for CD3e, -y, and -3,
suggesting that CD3¢ may function independently from the
other CD3 subunits, as reported in NK cells (Lanier, 2001),
One major issue that still needs to be resolved is the identi-
fication of the CD3¢-bearing neuronal receptor, which could
be either a known immune or neuronal receptor. Several
CD3l<ontaining receptors have been identified in the im-
mune system in both T-cells ancd NK cells, The most docu-
mented is the TCR in T-cells, which interacts with peptide-
MHC complexes present an target cells (Samelson, 2002).
The mRNA for the 8 subunit of the TCR has been detected
in the murine CNS, but the absence of genomic recombina-
tion and the failure to detect the corresponding protein in
brain homogenates make it unlikely to be the neuronal
CD3¢~containing receptor (Svken and Shatz, 2003; Nishivori
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et al., 2004). Other CD3{-containing receptors have been
charadenzedmNKoells!!mlbelongwﬂ\efamﬂyofacﬁ-
vating receptors named NKp46, 30, and the low-affinity
Fe receptor for IgG (Lanier, 2001). The neuronal expression
of these NK cell-activating receptors has not been reported
so far, and further studies will be required to identify the
nature of the neuronal CD3¢-associated receptor.

Also critical to understanding how CD3{ control neuronal
m ogenesis 15 identifying downstream signaling, We
hnmgd that mutagenesis of the three ITAMS reproduced
the siRNA phenotype, suggesting that the function of CD3¢
in normal dendrite development was mediated through an
l'l'AM-depondent mechanism. The current model of TCR-
CD3 signaling in T-cells assumes that the ITAM phosphor-
ylation of Cagc is a molecular switch that triggens the dock-

of SH2-containing signaling molecules such as the
:;gtem tyrosine kinases of the S§yk/ZAP~70 family, which
subsequently induces downstream signaling events includ-
ing Ca*' mobilization and activation of the Rho and Ras
pathways (Pitcher and van Oers, 2003; Baniyash, 2004). In
agroement with this, we found that CD3{ recruitment by a
CD3¢ antibody induced an elevation of [Ca®* |, in cultured
neurons. The expression of ZAP-70-related tyrosine kinase
in developing neurons (Ishijima of al,, 1995; Yoneya ot al,,
1998), and the role of Syk in neurite outgrowth
(Tsujimura ef al.. 2001; Galla, et al., 2007) is compatible
with the notion that Syk/ZAP-70 could be a relevant com-
ponent of the intracellular transduction pathway connecti
CD3¢ activation and Ca** mobilization to negatively control
dendritic shaping.
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Résultats supplémentaires

Introduction

La protéine adaptatrice CD3{ a récemment été montrée comme étant associée
sélectivement aux sites post-synaptiques des synapses excitatrices glutamatergiques dans la rétine et
dans I'hippocampe (Xu et al., 2010). Sa délétion génétique induit une diminution de la transmission
synaptique médiée par les récepteurs au glutamate dans la rétine et une altération de la plasticité
synaptique de I'hippocampe caractérisée par une LTP augmentée et une disparition de la LTD
impliquant ainsi cette protéine dans les fonctions synaptiques (Xu et al., 2010; Huh et al., 2000). Les
mécanismes a l'origine de ces altérations restent a I’heure actuelle inconnus. Nous avons observé
une expression synaptique de la protéine CD3( sur les neurones de I'hippocampe a 15-21 DIV. Les
agrégats de la protéine CD3( sont colocalisés avec plusieurs protéines post-synaptiques telles que la
sous-unité NR1 du récepteur au glutamate de type NMDA, la protéine d’échafaudage PSD-95 et
I'actine. Ces constituants des synapses excitatrices sont concentrés au niveau des épines
dendritiques des neurones pyramidaux de I'hippocampe (Sorra et Harris, 2000), représentant la
population majeure de nos cultures de neurones. Nous avons donc émis I'hypothese d’un réle de la
protéine CD3( dans la régulation du nombre et de la composition moléculaire des synapses
excitatrices glutamatergiques dans le SNC. Dans un premier temps, nous avons étudié I'influence du
CD3( sur la composition moléculaire des synapses par Western blot (Figure 1). Pour ce faire, nous
nous sommes intéressés aux constituants des synapses excitatrices glutamatergiques. Nous avons
analysé les sous-unités NR1 et NR2A (Standley et al., 2000; Liu et al., 2004), sous-unités majeures des
récepteurs au glutamate de type NMDA et les protéines importantes pour la fonction de ces
récepteurs comme la CaMKIl et la PSD-95 (Li et al., 2003; Yashiro et Philpot, 2008). La sous-unité
GluR2, sous-unité critique pour le fonctionnement des récepteurs au glutamate de type AMPA a été
aussi examinée (Seidenman et al., 2003). Afin de déterminer si I'action du CD3{ a un impact sur la
composition des synapses inhibitrices GABAergiques, les sous-unités 32 et B3 principalement
exprimées par les récepteurs GABAergiques de type GABA A ont été étudiées (Herd et al., 2008; Uusi-
Oukari et Korpi, 2010).
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Figure 1 : Schéma d’une synapse excitatrice glutamatergique et d’'une synapse inhibitrice GABAergique.

Par ailleurs, les anomalies de la transmission excitatrice glutamatergique et de la plasticité
synaptique mises en évidence chez les souris déficientes pour le CD3{ peuvent avoir des
conséquences sur le niveau d’anxiété et de dépression ou encore sur les capacités d’apprentissage de
ces souris. Aucune étude comportementale des souris CD3Q"/" n’ayant été réalisée, nous avons donc
dans une seconde partie, effectué une série de tests comportementaux afin de déterminer le réle de
la protéine CD3( sur certains comportements liés a I'anxiété et la dépression. De plus, certaines
analyses immunohistochimiques menées par V. Pellier-Monnin et N. Noraz (INSERM U842) ont mis
en évidence la colocalisation de la protéine CD3{ avec le marqueur des dendrites MAP2 dans la
couche plexiforme externe des bulbes olfactifs chez le rat agé de 7 jours. C'est a cette période que
s’établissent dans cette région les synapses entre les dendrites des cellules mitrales et celles des
cellules granulaires. Ces observations nous ont amenés a proposer un role de CD3{ dans
I’établissement de ces synapses et de ce fait dans la fonction olfactive. Des études de la fonction

olfactive chez les souris sauvages et déficientes pour le CD3C ont par conséquent été réalisées.
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Matériels et méthodes

Animaux
Les souris déficientes pour le CD3g (Malissen et al., 1993), ayant un fond génétique C57BL/6, sont

issues d’accouplement entre souris hétérozygotes pour le CD3(.

Génotypage

Afin d’identifier le génotype des souris, une biopsie de la queue a I'age de 7 jours est réalisée. Les
morceaux de queue sont incubés 3h dans une solution pH 8,3 contenant 5M de NaCl, 1M de Tris,
10% de SDS, 0,5M d’EDTA ainsi que de la protéinase K (10mg/ml) a 55°C. Les suspensions ainsi
obtenues sont centrifugées 5 min a 13000 rpm puis diluées au 20°™ dans de 'eau avant de faire le
génotypage FastPCR. 1plL de chaque dilution est ensuite utilisé en Fast PCR en utilisant du Fast SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems (AB), Foster City, CA) sur thermocycleur Veriti (AB) en
respectant les conditions suivantes : 10 min a 96°C puis 40 cycles de 3sec a 96°C ; 3sec a 56°C ; 6sec
a 68°C et enfin 10sec a 72°C. Les produits de PCR sont alors conservés a 4°C puis une migration est
réalisée par électrophorese sur gel d'agarose a 1,5% auquel a été ajouté du bromure d'éthidium. Les
amplicons sont révélés par exposition du gel aux ultraviolets. On discrimine les animaux naturels,
hétérozygotes et homozygotes par I'amplification de deux génes : le CD3({ et la Néomycine qui est
intercalée dans le géne CD3( en cas de modification génétique empéchant la transcription de celui-ci
et son amplification (lors du génotypage). Un échantillon de référence pour chaque génotype est

utilisé en contréle positif.

Analyse protéique par Western blot

Préparation de homogénats protéiques membranaires de cortex de souris. Les cortex cérébraux de

souris agées de 2 mois sont homogénéisés a I'aide d’'un homogénéiseur en Teflon dans une solution
de Tris-HCl 10mM, pH 7,4, contenant 320mM de sucrose et un cocktail d’inhibiteurs de protéases. La
suspension est centrifugée a 700g pendant 10min. Le surnageant collecté est centrifugé a 100 000g
pendant 30min a 4°C. Le culot, représentant la fraction protéique membranaire, est resuspendu dans

une solution de Tris-HClI 10mM, pH 7,4.

Préparation de homogénats protéiques membranaires du cortex de souris enrichis en protéines

synaptiques. Les cortex cérébraux de souris agées de 2 mois sont homogénéisés a I'aide d’un
homogénéiseur en Teflon dans une solution d’"HEPES 5mM, pH 7,4, contenant 320mM de sucrose et

un cocktail d’inhibiteurs de protéases. La suspension est centrifugée a 700g pendant 10min. Le
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surnageant collecté est centrifugé a 100 000g pendant 30min a 4°C. Le culot est resuspendu,
solubilisé pendant 1h a 4°C dans une solution de Tris-HCI 5mM, pH 8,1 contenant 0,5% de TritonX-
100, 320mM de sucrose et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Tampon A) puis centrifugé a
100 000g pendant 1h a 4°C. Le culot obtenu est resuspendu dans le tampon A et centrifugé a
100 000g pendant 1h a 4°C. Le culot final resuspendu dans le tampon A, représente une fraction
protéique particulierement enrichie en protéines synaptiques (fraction synaptique).

Les différentes fractions sont solubilisées dans du tampon Laemmli. Les fractions membranaires
(15ug de protéines) et fractions synaptiques (7ug de protéines) sont chargées dans un gel SDS-PAGE
(10% d’acrylamide) et transférées sur une membrane en nitrocellulose. La membrane est par la suite
saturée avec une solution de lait 5% dissous dans du Tris-HCl 20mM, pH 7,4 contenant 0,45M de
NaCl et 0,1% de Tween 20 (TBST). La membrane est ensuite incubée toute la nuit a 4°C avec
I"anticorps primaire d’intérét dilué dans la solution de TBST contenant 5% de lait (Tableau I). Le
lendemain, la membrane est lavée avec la solution de TBST et incubée pendant 1h avec I’anticorps
secondaire conjugué a la peroxidase (PO) approprié (tableau Il). La membrane est révélée par un
substrat chimio-luminescent (Pierce, Rockford, IL) a I'aide du révélateur d’images luminescentes LAS-
4000 (Fujifilm, Tokyo, Japon). Les Western blot ont été analysés a I'aide du logiciel Image Gauge
(Fujifilm, Paris, France). La moyenne de la valeur densitométrique ainsi que la SEM sont calculées a
partir de 3 animaux pour chaque phénotype pour les fractions membranaires (P2) et 5 animaux pour
les fractions membranaires enrichies en protéines synaptiques. L'analyse statistique est réalisée par

le test de Mann Whitney.
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Tableau | : Anticorps primaires utilisés.

Anticorps Concentration
Cible Référence Origine Dilution
primaire initiale
. Affinity
Anti-CamKil Camoduline MA1-048 1,17mg/ml 1/2000
Kinase Il Bioreagents
. Sous unité B2/3 -
Anti-GABA du récepteur MAB341 Millipore 1mg/m| 1/500
AB2/3 GABA A
. Santa Cruz
Anti-GAPDH
GAPDH SC-32233 Biotechnology, 0,1mg/ml 1/500
(clone 6C5)
INC
Sous unité
Anti-GluR2 Glur2 du AB1768-25UG Millipore 0,5me/m| 1/1000
récepteur
AMPA
Sous unité NR1
Anti-NR1 du récepteur 556308 BD Pharmingen 0,5mg/ml 1/1000
NMDA
Sous unité
Anti-NR2A '\,‘RZA du 07-632 Millipore 1mg/ml 1/500
récepteur
NMDA
Anti-PSD-95
(Clone 6G6- PSD-95 ab2723 AbCam 1mg/ml 1/200
1C9)
Anti-Synapsine
1 Synapsine 1 5193 Sigma 0,2mg/ml 1/1000
Tableau Il : Anticorps secondaires utilisés.
Anticorps Concentration
Cible Référence Origine Dilution
secondaire initiale
Anti-1gG (H+L) Jackson
de lapin PO IgG de lapin 111-035-144 Immunoresearch 0,8mg/ml 1/2000
Anti-1gG (H+L) Jackson
de souris PO IgG de souris 715-036-151 Immunoresearch 0,8mg/ml 1/1000
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Tests comportementaux et analyses

Les portées de souris, obtenues par le croisement de souris hétérozygotes pour le CD3(, sont toutes
testées sans connaissance de leur statut génétique et sont réparties en trois groupes apres révélation
de leur génotype au moment du sacrifice : un groupe d’animaux sauvages (+/+), hétérozygotes pour
le CD3C (+/-) et déficients pour le CD3( (-/-). Ainsi au total 55 souris (20 femelles et 35 males) ont été
testées selon le protocole expérimental suivant (Figure 2). Le nombre d’animaux males (CD3C,+/+, n=

14 ; CD3¢Y, n=11; CD3L7, n=10) étant supérieur a celui des femelles (CD3(™*, n= 10 ; CD3C", n=7;

CDSC,'/', n=3), seuls les résultats concernant les males seront analysés afin de présenter une étude

compléte.
Formation des réseaux Maturation des réscaux
Etapes svnaptiques synapliques formes
développementales : TEEEEEEEEEEEEEEEEEES. S,
3 :
7
Z
Z
| semaine 4 semaines 8 semaines
B ! X Y .
Comportement »  Tesl olfaction + Test oltaction
testé ! + lest de Porsolt (nage foreee) © dépression

+ Test du labvrinthe en croix sureleve ; axiété

Figure 2 : Protocole expérimental de I'étude comportementale. L’olfaction, I'anxiété ainsi que la
dépression des souris ont été testées au cours de la formation des réseaux synaptiques (4 semaines) mais
également une fois la maturation de ces réseaux atteinte (8 semaines). L’olfaction a également été testée au
cours de la synaptogenése dans les bulbes olfactifs (1 semaine).

Tests olfactifs

Nouveau-nés. Pour réaliser ce test, une boite composée de 2 tiroirs recouverts d'un grillage a
maillage fin (0,5mm) est utilisée (Figure 3). L'un des tiroirs contient de la sciure propre et I'autre de la
sciure provenant de la cage de vie du souriceau (sciure sale). Au cours de ce test, les souriceaux agés
de 7 jours sont placés au milieu du dispositif et leurs comportements sont analysés pendant 2
minutes. A cet age, les souris sont aveugles et se déplacent uniquement a I'aide de leur odorat. Le
comportement des souris est enregistré avec une caméra vidéo digitale pour I'analyse. Le temps

passé dans chaque compartiment est comptabilisé. L’analyse statistique a été réalisée grace au
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+/+

logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism software, Lajolla, CA) sur 13 souris CD3{™", 12 souris

CD3¢" et 7 souris CD3C”" par le test de Kruskall-Wallis.

'2% - // Figure 3 : Dispositif pour tester I'olfaction chez les

- .- & nouveau-nés.

Adultes. Les souris sont placées individuellement dans une cage identique a celle utilisée pour le test
(20 x 15 x 13 cm). Apres 15min d’habituation, les souris sont transférées dans une nouvelle cage.
Cette habituation est répétée 3 fois pour chaque animal (Figure 4). Juste apres I'habituation, les
souris sont transférées dans la cage test, et un papier filtre (5 x 5 cm) imbibé d’une solution odorante
est introduit. Les papiers sont protégés par un grillage a maillage fin (0,5 mm) afin que les souris ne
puissent ni le gouter ni le grignoter. Le temps passé par la souris a renifler le papier pendant 3
minutes est mesuré. La souris est considérée en train de renifler quand son museau est a 1Imm
maximum du dispositif. Le comportement des souris est enregistré avec une caméra vidéo digitale
pour I'analyse. L'odeur utilisée est le lait de noix de coco (50%, Suzywan). L’analyse statistique a été
réalisée grace au logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism software, Lajolla, CA) sur 11-14 souris

CD3¢**, 6-10 souris CD3™ et 8-9 souris CD3L” par le test de Kruskall-Wallis.

Cages d'habluation
15 min par cage

Figure 4 : Dispositif pour tester

Cage de test P .
la préférence olfactive chez les

souris agées de 4 et 8 semaines.

Papier filtre

Etude de la dépression : Test de Porsolt ou test de la nage forcée
Le test de la nage forcée est réalisé en accord avec le protocole décrit par Porsolt (porsolt). Les souris
sont placées dans un bécher (hauteur 40 cm, diamétre 25 cm) contenant 20 cm d’eau a 25+1°C. Le

temps d’immobilisation de la souris est mesuré pendant 4 minutes. Le comportement des souris est
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enregistré avec une caméra vidéo digitale pour I'analyse. Une souris est considérée comme immobile
qguand elle flotte ou quand elle fait des mouvements nécessaires pour le maintien de sa téte hors de
I'eau. Aprés le test, les souris sont séchées a 'aide d’un torchon et redéposées dans leur cage.
L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism software,

Lajolla, CA) sur 13 souris CD3¢**, 11 souris CD3( et 10 souris CD3¢”" par le test de Kruskall-Wallis.

Etude de I’anxiété : Test du labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze)

Le labyrinthe en croix surélevé fait de plastique est constitué de 2 bras ouverts (16 cm x 5 cm) sans
cOtés et 2 bras fermés (16 cm x 5 cm x 16 cm) connecté a une plateforme centrale (5 cm x 5 cm). Le
labyrinthe est surélevé de 60 cm (Figure 5). Avant le test, des souris dites « salisseuses » du méme
sexe que les souris a tester, sont déposées dans le labyrinthe pendant 15 minutes afin de salir le
dispositif. Ensuite chaque souris a tester est placée dans le carré central et son comportement est
enregistré pendant 5 minutes avec une caméra vidéo digitale pour I'analyse. Entre chaque groupe de
souris de sexe opposé, le dispositif est désinfecté. Le temps passé, le nombre d’entrées ainsi que la
distance parcourue dans les bras ouverts sont comptabilisés. L'ensemble de ces parametres permet
d’apprécier le degré d’anxiété et I’activité motrice de la souris. L'augmentation du temps passé et de
le nombre d’entrées dans les bras ouverts par rapport aux souris sauvages sont considérés comme
des indicateurs d’'un comportement anxieux. L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel
GraphPad Prism 5 (GraphPad Prism software, Lajolla, CA) sur 10-14 souris CD3£"*, 11 souris CD3C*"
et 10 souris CD3§'/' par le test de Kruskall-Wallis et Mann Whitney.

Figure 5: Schéma représentant le labyrinthe en croix

surélevé.
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Résultats

A. Analyse biochimique des molécules synaptiques
Afin d’étudier I'expression des protéines synaptiques dans les cerveaux de souris CDE’,C,”+ et
CDSQ‘/‘, nous avons réalisé une analyse par Western blot des composants des synapses excitatrices

glutamatergiques et des synapses inhibitrices GABAergiques.

I Les synapses excitatrices glutamatergiques
a. Lesrécepteurs au glutamate de type AMPA et NMDA
Nos données immunocytochimiques réalisées sur des neurones d’hippocampe a 21 DIV montrent
que la protéine CD3( est associée aux synapses excitatrices glutamatergiques marquées par la

protéine PSD-95 (Figure 6).

Figure 6. Distribution de la protéine CD3( dans les neurones d’hippocampe a 21 DIV in vitro (A, B)
Les neurones sont fixés et doublement marqués avec la protéine CD3¢ (vert) et la PSD-95 (rouge), un marqueur
post-synaptique des synapses excitatrices glutamatergiques. La protéine CD3¢, distribuée en agrégats le long
des prolongements dendritiques, colocalise avec la protéine PSD-95. L’encadré est agrandi en B.

Nos résultats suggérent ainsi que la protéine CD3(C est un composant des synapses excitatrices

glutamatergiques.

Afin d’étudier I'impact de I'absence du CD3( sur le niveau d’expression de protéines des synapses
excitatrices, les fractions membranaires totales, préparées a partir de souris CD3Q'/' et CD3(;+/+ ont
été dans un premier temps examinées (Figures 7A, B et 8A, B). Les résultats montrent que le niveau
d’expression des sous-unités NR1 et NR2A du récepteur NMDA et celui de la sous-unité GluR2 du

+/+

récepteur AMPA n’est pas modifié chez les souris CD3Q'/' par rapport aux souris CD3{™".
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Figure 7. Analyse de I'expression protéique dans les fractions membranaires totales des sous-
unités du récepteur NMDA chez les souris CD3("* et CD3¢”" par Western blot.

(A) Le niveau d’expression protéique des sous-unités NR1 et NR2A du récepteur NMDA n’est pas modifié chez
les souris CD3¢” a par rapport aux souris CD3(” ”, (B) Quantification densitométrique. Les données sont
représentées par les moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n= 3 pour chaque génotype).
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Figure 8. Analyse de I'expression protéique dans les fractions membranaires totales de la sous-
unité GIuR2 du récepteur AMPA chez les souris CD3(;+/+ et CD3<‘;'/' par Western blot. (A) Le niveau
d’expression protéique de la sous-unité GIuR2 du récepteur AMPA n’est pas modifié chez les souris CD3¢” ’ par
rapport aux souris CD3¢” ” (B) Quantification densitométrique. Les données sont représentées par les
moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n= 3 pour chaque génotype).

Les échantillons analysés correspondent a la fraction membranaire totale de cerveaux de souris
(fraction P2) qui incluent les membranes plasmiques et compartiments cytoplasmiques. Afin
d’analyser plus finement la composition moléculaire au niveau des synapses, nous avons examiné le
niveau d’expression de ces protéines dans des fractions membranaires enrichies en structures
synaptiques. Dans ces fractions, le niveau d’expression des sous-unités NR1 et NR2A est
significativement réduit chez les souris CD3C”" en comparaison avec les souris CD3£"* (NR1 CD3¢™*,
85,93 + 17,99 ; NR1 CD3(”, 55,37 + 8,18, p = 0,047 ; NR2A CD3("*, 349,85 + 73,95 ; NR2A CD3(7,
134,00 + 7,7 ; p = 0,004) (Figure 9A, B) tandis que celui de la sous-unité GIuR2 n’est significativement

pas modifié (Figure 10A, B). Ces données suggerent que |'absence de CD3( affecte I'accumulation
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synaptique des sous-unités NR1 et NR2A sans interférer avec leur niveau d’expression cellulaire

global.
: B .
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Figure 9. Analyse de I’expression protéique dans les fractions membranaires enrichies en protéines
synaptiques des sous-unités du récepteurs NMDA chez les souris CD3(;‘”/+ et CD3(;'/' par Western
blot. (A) Le niveau d’expression protéique des sous-unités NR1 et NR2A du récepteur NMDA est
significativement diminué chez les souris CD3{" ’ par rapport aux souris CD3(” ” (B) Quantification
densitométrique. Les données sont représentées par les moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n= 5 pour
chaque génotype ; *p < 0,05 ; **p < 0,005, Test de Mann Whitney).
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Figure 10. Analyse de I'expression protéique dans les fractions membranaires enrichies en
protéines synaptiques de la sous-unité GIuR2 du récepteur AMPA chez les souris CD$(;+/+ et CD3<‘;'/'
par Western blot. (A) Le niveau d’expression protéique de la sous-unité GIuR2 du récepteur AMPA n’est pas
modlifié chez les souris CD3¢" ’ par rapport aux souris CD3¢” ” (B) Quantification densitométrique. Les données
sont représentées par les moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n=5 pour chaque génotype).

b. Molécules associées au récepteur au glutamate de type NMDA : PSD-95 et CaMKII
Le niveau d’expression des protéines importantes pour le fonctionnement et la signalisation des
récepteurs au glutamate et connues pour étre régulées par I’activité synaptique dans la densité post-
synaptique a été examiné (Figure 11 et 12). Dans les fractions membranaires totales, le niveau
d’expression protéique des protéines PSD-95, protéine d’échafaudage majeure interagissant avec les
récepteurs NMDA (Kornau et al., 1995) et CaMKIl, une protéine kinase importante dans l'induction
de la plasticité synaptique (Fukunaga et Miyamoto, 2000) n’est pas affecté (Figure 11A, B). En

revanche dans les fractions membranaires enrichies en protéines synaptiques, leur expression
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protéique est significativement diminuée chez les souris CD3Q'/' en comparaison avec les souris
CD3¢™* (CaMKIl CD3CY*, 402,73 +100,13 ; CaMKIl CD3C”", 81,34 +20,50 ; PSD-95 CD3(**, 91,03
+ 13,80 ; PSD-95 CD3Q‘/‘, 44,75 £ 6,17 ; p = 0,0079 et p = 0,004 respectivement) (Figure 12A, B). Ces
données suggerent donc que I'absence de CD3C affecte la composition protéique de la densité post-

synaptique notamment le niveau d’expression de la CaMKIl et de la PSD-95.
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Figure 11. Analyse de I'’expression protéique dans les fractions membranaires totales des protéines
de signalisation PSD-95 et CaMKII chez les souris CD3<‘;"/+ et CDS(;'/' par Western blot. (A) Le niveau
d’expression protéique des protéines PSD-95 et CaMKIl n’est pas modifié chez les souris CD3¢" A par rapport aux

souris €D3¢" ” (B) Quantification densitométrique. Les données sont représentées par les moyennes + SEM
relatives a la GAPDH (n= 3 pour chaque génotype).
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Figure 12. Analyse de I'expression protéique dans les fractions membranaires enrichies en
protéines synaptiques des protéines de signalisation PSD-95 et CaMKIl chez les souris CD3(;+/+ et
CD3(‘;‘/' par Western blot. (A) Le niveau d’expression protéique des protéines PSD-95 et CaMKIl est
significativement diminué chez les souris CD3Q'/' par rapport aux souris CD3(” /+. (B) Quantification
densitométrique. Les données sont représentées par les moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n= 5 pour
chaque génotype ; **p < 0,008 ; Test de Mann Whitney).

L'absence de CD3({ n’affecte pas le niveau d’expression global des constituants des synapses
glutamatergiques. En revanche, chez les souris déficientes, alors que le niveau d’expression

synaptique de la sous-unité GluR2 est inchangé, celui des sous-unités NR1, NR2A et des protéines
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PSD-95 et CaMKIl sont significativement diminués. Il semble donc que I'absence de la protéine CD3(
affecte principalement I'accumulation des sous-unités des récepteurs de type NMDA et leurs

protéines associées au niveau des synapses.

Il. Les synapses inhibitrices GABAergiques : le récepteur au GABA de type GABA A.
Nous avons vu des modifications majeures des niveaux d’expression des sous-unités NR1 et NR2A
des récepteurs au glutamate de type NMDA. Pour déterminer si des altérations de la composition
moléculaire des synapses inhibitrices étaient également induites chez les souris déficientes pour la
protéine CD3(, nous avons examiné le niveau d’expression de sous-unités majeures des récepteurs
ionotropiques GABA A, les sous-unités B2 et 33 dans les fractions membranaires totales (Figure 13A,
B) et enrichies en protéines synaptiques (Figure 13C, D). Nos résultats montrent que le niveau
d’expression de ces sous-unités n’est pas altéré chez les souris CD3§'/' par rapport aux souris CD.’-’>(;+/+

suggérant ainsi que le CD3C n’a pas d’impact sur ces sous-unités (Figure 13).
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Figure 13. Analyse de I'expression protéique dans les fractions membranaires totales (A, B) et
enrichies en protéines synaptiques (C, D) des sous-unités B2/3 du récepteur GABA A chez les souris
CDE’:(‘;"/+ et CD3(‘;'/‘ par Western blot. (A, C) Le niveau d’expression protéique des sous-unités $2/3 du
récepteur GABA A n’est pas modlifié chez les souris CD3¢ a par rapport aux souris CD3¢” /+. (B, D) Quantification

densitométrique. Les données sont représentées par les moyennes + SEM relatives a la GAPDH (n= 3-5 pour
chaque génotype).

De plus, certaines de nos données immunocytochimiques réalisées sur des neurones d’hippocampe a

21 DIV montrent que la protéine CD3{ n’est pas associée aux synapses inhibitrices GABAergiques

marquées par la protéine GAD (Glutamic acid decarboxylase) (Figure 14).
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Figure 14. Distribution de la protéine CD3( dans les neurones d’hippocampe a 21 DIV in vitro (A, B)
Les neurones sont fixés et doublement marqués avec la protéine CD3¢ (vert) et la GAD (rouge), un marqueur
pré-synaptique des synapses inhibitrices GABAergiques. La protéine CD3¢, distribuée en agrégats le long des
prolongements dendritiques, ne colocalise pas avec la protéine GAD. L’encadré est agrandi en B.

Nos résultats suggérent ainsi que la protéine CD3( n’est pas un composant des synapses inhibitrices
de type GABAergique et ne semble pas avoir d'impact sur le niveau d’expression et |'agrégation

synaptique ses récepteurs GABAergiques de type GABA A.

B. Analyse comportementale

L’analyse biochimique révele que la protéine CD3{ a un impact sur I'expression de certains
composants des synapses excitatrices glutamatergiques. Nous avons donc voulu savoir si ces
modifications de la composition protéique au niveau des synapses pouvaient étre corrélées a des

perturbations du comportement des souris CD3Q’/’.

l. L’absence de la protéine CD3( n’a pas d’impact majeur sur le poids des souris.
Etant donné que le poids des souris peut influencer leurs comportements, le poids de ces souris a
donc été suivi au cours du temps. Les résultats référencés dans la table 1 ne montrent aucune

différence de poids entre les génotypes des souris quelque soit leur age.

Table 1 : Suivi du poids des souris CD3¢**, CD3C* et CD3( .

Souris +/+ +/- -/- +/+ +/- -/- +/+ +/- -/-
Age (jours) 7 7 7 28 28 28 56 56 56
Taille du
7 10 8 15 12 9 14 6 6
groupe (n)

Poids (g) 3,51#0,12 3,57#0,14 3,71#0,19 09,97:0,54 10,64+1,60 10,83+0,75 21,33+0,50 20,86+1,18 21,38+0,43
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Il.  L’absence du CD3( n’influe pas sur le niveau d’anxiété des souris.
Les souris ont été testées a 4 et 8 semaines, c'est-a-dire au cours de la formation des réseaux
synaptiques (4 semaines) et lorsque la maturation de ces réseaux est atteinte (8 semaines). Le test
du labyrinthe en croix surélevé a été utilisé afin d’évaluer le niveau d’anxiété des souris CD3C,'/' et
CD3Q+/’. L'analyse montre que le temps passé et le nombre d’entrées dans les bras ouverts,
considérés comme anxiogenes, ainsi que la distance parcourue dans ces bras ne varient pas entre les
différents phénotypes quelque soit I’dge des souris (Figure 15A, B et C). Les souris CD3C,'/' et CD3C,+/'

+/+

présentent donc un comportement lié a I'anxiété similaire aux souris CD3{™".

w

Temps d’exploration(s) >
Nombre d'entrees dans
les bras ouverts

Age des souris Age des'souris
(semaines) (semaines)

(@)

Distance parcourue dans
les bras ouverts (m)

Age des souris
(semaines)

Figure 15. Etude du comportement anxieux des souris CD3(**, CD3C* et CD3(™". Le temps passé dans
les bras ouverts (A), le nombre d’entrées (B) ainsi que la distance parcourue dans les bras ouverts (C) ont été
analysés. Différents groupes de souris comportant les souris CD3¢” / T €D3¢" et CD3¢ 4 dgées de 4 semaines et
de 8 semaines ont été soumises au test du labyrinthe en croix surélevé pendant 5 minutes. Les résultats sont
représentés par la moyenne + SEM (CD3¢"* n=10-14, CD3¢" n=11, cD3¢” n=10).

Nos résultats démontrent que les souris CD3(” et CD3(" ont un comportement similaire aux souris

CD.‘-’;(;”+ dans les bras ouverts, fortement anxiogénes. Dans les bras fermés, considérés comme

+/+

sécurisants, les souris CDSQ’/’ et CD3Q+/’ passent autant de temps que les souris CD3(™" quelque soit

leur age (Figure 16A). De plus, le nombre d’entrées et le temps parcouru par les souris CD3Q'/' agées
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de 8 semaines dans les bras fermés sont significativement diminués par rapport aux souris CD3(
(Figure 16B, p = 0,039; C, p = 0,047). A 8 semaines, les souris CDSC,'/' restent plus longtemps
immobiles dans les bras fermés que les souris CD3¢*" et CD3¢** (Figure 16D). Aucune différence

n’est observée a I'age de 4 semaines.
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Figure 16. Etude du comportement des souris CD3("*, CD3(*" et CD3¢”" dans les bras fermés. Le
temps passé dans les bras fermés (A) Le nombre d’entrées (B) la distance parcourue (C) et le temps d’immobilité
(D) dans les bras fermés ont été analysés. Différents groupes de souris comportant les souris CD3¢” / T €D3¢” et
CD3¢ A dgées de 4 semaines et de 8 semaines ont été soumises au test du labyrinthe en croix surélevé pendant 5
minutes. Les résultats sont représentés par la moyenne + SEM (CD3¢”* n=10-14, CD3¢” n=11, CD3¢” n=10;
*p<0,05 ; test de Mann Whitney).

Dans nos conditions expérimentales, il semble donc que les souris CD3§'/' agées de 8 semaines dans
un environnement sécurisé sont moins actives que les souris CD3(;+/+ et CD3Q+/'. Afin d’apprécier le
degré de curiosité et la capacité d’exploration des souris, nous avons quantifié le nombre de

redressements effectués par les souris agées de 8 semaines dans les bras fermés (Figure 17).
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Figure 17. Etude du comportement des souris CD3(**, CD3¢*"
151 T et CDBC,'/' dans les bras fermés. Le nombre de redressements des
souris CD3¢7Y, €D3¢” et CD3¢” Ggées de 8 semaines a été
comptabilisé au cours du test du labyrinthe en croix surélevé pendant 5

Nombre de redressements
b=
:

_ . minutes. Les résultats sont représentés par la moyenne + SEM (CD34*/+
* e n=10-14, CD3§/' n=11, CDBQ’/' n=10,; **p<0,05; test de Mann
" : o Whitney).
wT -
Adulte

Nos analyses montrent que les souris CD3C,+/' et CDBC,'/' ont un nombre de redressements
significativement diminué par rapport aux souris CD3C”* (CD3C*", p = 0,008 ; CD3C”, p = 0,002)
(Figure 17). Aucune différence concernant le nombre de redressements n’est observé a 4 semaines.
A 8 semaines, les souris CD3§+/’ et CD3§'/' explorent moins leur environnement par rapport aux souris
CD3CM*,

Nos résultats montrent dans ces conditions expérimentales que dans les bras sécurisants, les souris
CD3Q'/' ont une activité locomotrice et exploratrice plus faible par rapport aux souris CD3(;+/+ al'age

de 8 semaines.

lll.  L'absence du CD3{ n’influe pas sur le niveau de dépression des souris.
L'analyse du caractere dépressif des souris a été réalisée par le test de la nage forcée ou test de
Porsolt. D’apres nos résultats (Figure 18), quelque soit leur age, les souris CD3Q'/' et CD3§+/" restent
immobiles autant de temps que les souris CD3§+/+. Les souris CD3§'/' et CD3§+/'présentent donc un

+/+

comportement lié a la dépression similaire a celui des souris CD3C™".
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Figure 18. Etude du comportement dépressif des souris CD3("*, CD3¢*" et CD3(™". Différents groupes
de souris comprenant les souris CD34*/+, CD34*/' et CD3Q'/' dgées de 4 semaines et de 8 semaines ont été
soumises au test de la nage forcée. Chaque souris est forcée a nager dans un bécher contenant de I'eau et le
temps d’immobilisation est comptabilisé. Les résultats sont représentés par la moyenne + SEM (CD3¢” /+ n=13,
€D3¢" n=11, D3¢ n=10).
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IV.  L’absence du CD3( n’altére pas les fonctions olfactives.
Des études immunohistochimiques réalisées par V. Pellier-Monnin et N. Noraz (INSERM U842)
montrent que chez des rats agés de 7 jours, la protéine CD3C est fortement exprimée et colocalise
avec le marqueur des dendrites MAP2 dans la couche plexiforme externe (CPE) des bulbes olfactifs
(Figure 19). A ce stade du développement, les connexions synaptiques entre les dendrites des
cellules mitrales et les dendrites des neurones granulaires s’établissent dans la CPE. De maniere
intéressante, I'expression du CD3C décroit fortement chez les rats agés de 15 jours, lorsque les
connexions synaptiques sont formées. Cette expression transitoire de la protéine CD3C corrélée a
I’étape de la synaptogenése suggere ainsi une action potentielle de CD3{ dans I'établissement de ces
synapses et de ce fait dans les fonctions olfactives. La discrimination olfactive des souris a donc été

réalisée a 7 jours et la préférence olfactive a été étudiée a 4 et 8 semaines.

A

B CNO CG CPE CCM CCG
“——r e e

Y N Cellule
périglomérulaire

Figure 19. Anatomie du bulbe olfactif (A). Les axones des neurones sensoriels forment la couche des nerfs
olfactifs (CNO, bleu). Ces axones projettent dans les glomérules ol ils se ramifient et forment des synapses avec
les neurones dans la couche glomérulaire (CG, bleu). Les bulbes olfactifs possédent des interneurones autour des
glomérules et une fine bande de corps cellulaires des cellules mitrales (CCM, Rouge). Au centre ce situe la
couche des cellules granulaires (CCG, vert) qui contient les interneurones immatures en migration. Entre la CG et
la CCM se situe la couche plexiforme externe (CPE, rouge). Dans cette région, il y a une grande interaction entre
les dendrites des cellules granulaires et les dendrites des cellules mitrales. L’encadré est agrandi en B. (B)
Architecture synaptique des glomérules. Les axones des neurones sensoriels olfactifs et les dendrites des
cellules mitrales projettent dans les glomérules et forment ainsi des synapses. Les axones des cellules mitrales
projettent dans le cortex piriforme. Adapté de P. Mombaerts 2004 et D.J. Zou et al 2009.

Concernant le test de discrimination olfactive, nos résultats montrent que quelque que soit le
génotype, les souris discriminent toutes la sciure sale (Figure 20). De plus, il n’y a pas de différence
significative entre les différents groupes de souris. Les souris CD3Q'/' et CD3Q+/" ne présentent donc

pas d’altérations majeures de discrimination olfactive a 7 jours post-natal.
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Figure 20. Etude de I'olfaction chez des souris
nouveau-nés CD3("*, cD3¢*" et  €D3¢™.
Différents groupes de souris comprenant les souris
CD3¢*, D3¢ et CD3¢” égées de 7 jours ont été
soumises au test de discrimination olfactive. Le temps
passé dans chaque compartiment est comptabilisé.
Les résultats sont représentés par la moyenne #+
SEM (CD3¢7* n=13, CD3¢* n=12, CD3¢” n=7).

Pour le test de la préférence olfactive réalisé a 8 semaines, le temps passé a renifler I'odeur

attractive ou neutre par la souris est mesuré (Figure 21). Pour les souris CD3(

+/+

, ce temps est en

moyenne de 1,64 + 0,44s pour I'eau (odeur neutre) et 18,00 * 3,09s pour le lait de noix de coco

(odeur attractive). Le temps passé a sentir I'eau et le lait de noix de coco est de 2,70 + 0,79s et 18,5 +

3,82s respectivement pour les souris CD3§+/' et de 1,22 £ 0,46s et 12,67 £+ 4,09s pour les souris CD3{

/

’, ce qui correspond a des temps similaires a ceux passés par les souris CD3§+/+. Les mémes résultats

sont observés chez les souris dgées de 4 semaines. Dans nos conditions expérimentales, il semble

donc que les souris déficientes pour le CD3( ne présentent pas d’altération des fonctions olfactives.
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Figure 21. Etude de l'olfaction chez des

souris adultes CD3¢**, D3¢ et CD3( 7.
Différents groupes de souris comprenant les
souris CD3¢”, €D3¢™ et €D3¢* adultes (8
semaines) ont été soumises au test de la
préférence olfactive. Le temps ol la souris
renifle le papier filtre est mesuré pour la noix
de coco (odeur attractive) et I'eau (odeur
neutre). Les résultats sont représentés par la
moyenne + SEM (CD3¢™* n=14, CD3¢™ n=10,
CD3¢” n=9).
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Discussion

Redistribution des sous-unités NR1 et NR2A des récepteurs NMDA ainsi que de leurs protéines
associées chez les souris CD3(;'/'.

Les souris déficientes pour le CD3{ ayant des altérations de la plasticité synaptique dans
I’hippocampe, nous avons étudié I'impact du CD3({ sur la composition moléculaire des synapses
glutamatergiques. Pour ce faire, des études biochimiques par Western blot ont été réalisées. Les
résultats obtenus sur les fractions membranaires enrichies en protéines synaptiques révelent une
altération du niveau d’expression des sous-unités NR1 et NR2A des récepteurs NMDA ainsi que des
protéines CaMKIl et PDS95, protéines importantes pour la fonction des ces récepteurs. Or I'analyse
des fractions membranaires totales ne montre aucune différence significative du niveau d’expression
protéique des différentes sous-unités étudiées. Nos données suggerent que la quantité totale des
protéines étudiées est similaire chez les souris CD3¢” et souris CD3(** mais que leur distribution est
différente entre les deux types de souris. Il semble que I'absence de la protéine CD3( limiterait la
localisation des sous-unités NR1 et NR2A au niveau des synapses et les maintiendraient dans les
régions extrasynaptiques.

Pourquoi I'absence de la protéine CD3Z modifie-t-elle le contenu des compartiments synaptiques en
NR1, NR2A, PSD-95 et CaMKII ?

Tout d’abord, les récepteurs NMDA, la PSD-95 et la CaMKII sont étroitement reliés, de par leurs
interactions directes existant entre ces trois molécules, et de part leur intégration dans leur
complexe multimoléculaire synaptique. On peut ainsi concevoir que des changements de distribution
ou d’activité sur I'une de ces trois molécules aura un impact sur les autres. On sait que I’adressage
synaptique des récepteurs NMDA dépend de I'activation de la PKC par phosphorylation (Groc et al.,
2004; Fong et al., 2002). On peut poser I’hypothése que la protéine CD3( participerait a I’activation
de la PKC, voie de signalisation décrite dans les lymphocytes T (Roybal et Wiilfing, 2010), et
favoriserait donc l'insertion synaptique des récepteurs NMDA contenant les sous-unités NR1 et
NR2A. Ainsi chez les souris déficientes pour le CD3C, I'activation de la PKC serait incompléte ce qui
limiterait le nombre des récepteurs recrutés a la synapse. La proportion moins importante de
récepteurs NMDA dans les compartiments synaptiques chez les souris CD3§'/' par rapport aux souris
CD3(;+/+ pourrait directement influer sur la quantité de CaMKIl synaptique. En effet, I'entrée de
calcium induite par I'activation des récepteurs NMDA permet I'activation de la protéine CaMKIl et
son transport au niveau des récepteurs NMDA synaptiques (Shen et Meyer, 1999b). La plus faible
proportion de sous-unités NR1 et NR2A synaptiques peut se traduire par une plus faible proportion
de CamKIl synaptique. Des données de la littérature montrent que la protéine PSD-95 est importante

pour la localisation synaptique de la sous-unité NR2A (Sans et al., 2000; Townsend et al., 2003). La
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diminution de son expression protéique synaptique et son accumulation au niveau des régions
extrasynaptiques observées chez les souris déficientes pour le CD3{ pourraient également contribuer
a la redistribution de la sous-unité NR2A au niveau des sites extrasynaptiques. Cependant, il a été
montré que la localisation et I'expression des sous-unités NR1 et NR2A ne sont pas affectées au
niveau de la densité post-synaptique chez les souris déficientes pour la PSD-95 (Migaud et al., 1998)
rendant cette hypothése peu probable. Une autre protéine, GIPC (GAIP-interacting protein, C
terminus), importante pour I'expression des récepteurs NMDA a la surface, a été mise en évidence
(Yi et al., 2007). Contrairement a la PSD-95, la protéine GIPC est exclue des sites synaptiques et
s’associe préférentiellement aux récepteurs NMDA extrasynaptiques. Chez les souris déficientes pour
le CD3(, cette protéine pourrait étre surexprimée favoriserant ainsi le maintien des récepteurs
NMDA dans les régions extrasynaptiques. Cette protéine interagit spécifiguement avec les récepteurs
NMDA ce qui expliquerait qu’il n’y ait pas d’effet sur les récepteurs AMPA.

Les récepteurs NMDA sont constitués par la combinaison de deux sous-unités NR1 et de deux sous-
unités régulatrices qui sont principalement NR2A ou NR2B. Il serait primordial d’évaluer le niveau
d’expression protéique de la sous-unité NR2B chez les souris CD3§'/'. En effet, la combinaison précise
des sous-unités des récepteurs NMDA détermine les propriétés fonctionnelles de ces récepteurs
canaux (Cull-Candy et Leszkiewicz, 2004). Les récepteurs NMDA contenant la sous-unité NR2B ont
des courants ioniques plus longs (monyer 1994), sont plus perméables aux ions Ca®* (Sobczyk et al.,
2005) et interagissent préférentiellement avec la protéine CaMKIl par rapport a la sous-unité NR2A
(Strack et Colbran, 1998). Ainsi les récepteurs NMDA constitués par la sous-unité NR2B sont plus
favorables a I'induction de la LTP. Compte tenu que les souris CD3§'/' présentent une LTP exacerbée,
on peut supposer que chez ces souris, le niveau d’expression protéique synaptique de la sous-unité

+/+

NR2B est plus élevé que chez les souris CD3(™". De ce fait, les récepteurs NMDA synaptiques seraient
composés principalement par la sous-unité NR2B favorisant ainsi I'induction de la LTP comme
observé chez les souris CD3Q"/" (Huh et al., 2000). Nous avons observé que le niveau d’expression de
la protéine CaMKII est significativement diminué au niveau des fractions membranaires synaptiques
chez les souris CD3§'/'. Cependant, nos données ne nous renseignent pas sur l'activité de cette
protéine au niveau des synapses. Etant donné que I'activité de cette protéine est corrélée avec son
état de phosphorylation, des études complémentaires sont nécessaires pour connaitre I'état de
phosphorylation de cette protéine qui nous renseignera sur son niveau d’activité dans les fractions
membranaires synaptiques des souris CD3Q'/' et CD3Q+/+.

Concernant les récepteurs AMPA, la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA ne semble pas étre

affectée. Cependant ces récepteurs sont principalement composés des sous-unités GIuR1 et GIuR2 et

moins fréquemment des sous-unités GIuR3 et GIuR2 (Craig et al., 1993). La sous-unité GluR1 favorise

144



I'insertion des récepteurs AMPA au niveau des synapses au cours de la LTP via son interaction avec le
complexe Stargazin/PSD-95. Etant donné que I'expression protéique synaptique de la PSD-95 est
altérée, on peut supposer que celle de la sous-unité GIuR1 peut également I'étre. De méme, le
niveau d’expression de la sous-unité GIuR3 peut étre modifié. Il est donc nécessaire de connaitre le
niveau d’expression protéique des sous-unités GIuR1 et GIuR3 afin de mieux cernés les mécanismes
altérés par I'absence du CD3(. Les changements des ratios entre les différentes sous-unités des
récepteurs glutamatergiques pourraient étre a [l'origine des défauts de transmission
glutamatergiques observés chez les souris CD3Q’/’ (Huh et al., 2000; Xu et al., 2010).

Les études biochimiques par Western blot sont donc a compléter afin d’identifier précisément

I'impact du CD3¢ dans la composition protéiques des synapses excitatrices glutamatergiques.

Tests comportementaux.

Nous avons choisi d’analyser le niveau d’anxiété et de dépression de nos animaux au cours du
développement cérébral post-natal. Les souris ont été testées a 4 semaines au cours de la
maturation des réseaux synaptiques et a 8 semaines, une fois la maturation cérébrale achevée (Tirelli
et al., 2003; Spear, 2000). Nos analyses comportementales démontrent que I'absence du CD3({ n’a
pas d’influence sur le niveau d’anxiété et de dépression des souris quelque soit I’dge des souris. Ces
données supposent que la protéine CD3{ n’a pas d’influence sur la maturation et le fonctionnement
des réseaux neuronaux impliqués dans I'anxiété et la dépression. De maniere intéressante il a été
montré que la délétion génétique du CMHI, un partenaire du CD3( dans le SI, n’a pas d’effet sur
I"anxiété des souris (McConnell et al., 2009).

D’autre part, I'analyse comportementale dans les bras fermés du labyrinthe en croix surélevé,
considérés comme sécurisants, révele que les souris CD3Q'/' ont une réduction de leur activité
physique et exploratrice dans les bras fermés en comparaison avec les souris CD3§+/" et CD3Q+/+. Nous
avons observé que les souris CD3§’/’ ont une distance parcourue dans les bras fermés plus faible

+/+

corrélée a un temps d’'immobilité plus long par rapport aux souris CD3C™". De plus, le nombre de
redressements des souris CD3§'/' est plus faible suggérant une activité exploratrice amoindrie. Ces
différences comportementales ne sont observées qu’a I'age de 8 semaines supposant ainsi que la
protéine CD3( affecte la fonction des réseaux neuronaux matures. Ces observations devront étre
approfondies par des tests utilisant I'open-field permettant d’analyser I’activité locomotrice. De plus,
I’hippocampe ayant un role central dans les processus de mémorisation et d’apprentissage, les

altérations de la plasticité provoquées identifiées chez les souris CD3Q’/’ dans cette région peut

aboutir a des anomalies de mémorisation et d’apprentissage.
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Malgré I'étroite corrélation entre I'expression de la protéine CD3( et la synaptogenese dans la
couche plexiforme externe des bulbes olfactifs, suggérant une fonction possible du CD3{ dans le
systéme olfactif, les souris déficientes pour le CD3{ ne développent aucun défaut olfactif. A 7 jours
post-nataux, les souris discriminent toutes la sciure provenant de la cage parentale supposant ainsi
que la protéine CD3Z ne semble pas altérer I'établissement des contacts dendritiques entre les
cellules mitrales et les neurones granulaires des bulbes olfactifs. A des stades plus tardifs, nos
résultats montrent que les souris discriminent toutes la noix de coco (odeur attractive) quelque soit
leur age. Les tests utilisés dans cette étude permettent principalement de détecter I'anosmie (perte
totale de l'odorat). Cependant, I'absence du CD3( peut induire la perte partielle de I'odorat
(hyposmie) qui n’a pas pu étre décelée dans le test utilisé. En effet, une seule dilution au cours de
notre étude a été utilisée. Il se peut que pour des dilutions plus faibles, les souris déficientes pour le

+/+

CD3( soient plus sensibles ou moins sensibles a I'odeur que les souris CD3Z™". De plus, une étude
récente montre que I'altération de la transmission glutamatergique dans les cellules granulaires des
bulbes olfactifs affecte la capacité de discrimination d’odeurs complexes mais pas celle d’odeurs
simples des souris dgées de 4 semaines (Abraham et al., 2010). Chez ces souris la mémoire olfactive
n’est pas atteinte. Il serait donc intéressant de tester la capacité de mémorisation d’odeurs simples

et de discrimination d’odeurs complexes chez les souris CD3”".

Perspectives

Les études biochimiques par Western blot sont donc a poursuivre afin d’identifier précisément
I'impact du CD3Z dans la composition des synapses glutamatergiques. L’analyse des transcrits codant
pour les différentes protéines étudiées en Western blot sera également effectuée.

Des approches in vivo et in vitro de culture de neurones hippocampiques, en analysant en détalil
I'impact de la protéine CD3( sur la distribution des récepteurs au glutamate de type AMPA et NMDA
ainsi que les protéines importantes liées a leur fonction telles que la CaMKIl et la PSD-95 seront

développées.

In vivo

Immunohistochimie

Les souris déficientes pour le CD3( et les souris sauvages du méme sexe seront sacrifiées a 2 mois,
leurs cerveaux seront ainsi prélevés afin de réaliser des immunohistochimies. Différents marqueurs
synaptiques seront utilisés comme des anticorps ciblant les différentes sous-unités des récepteurs
glutamatergiques de type AMPA et NMDA (NR2A, GluR1...) mais également des anticorps ciblant des

protéines impliquées dans leur fonction comme des protéines d’échafaudage (PSD-95, SAP97) ou de
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signalisation intracellulaire (CaMKIl). Les coupes coronales des souris CD3C”" et des souris CD3"*
seront comparées entre elles. L'intensité et la distribution du marquage, le nombre d’agrégats

synaptiques ainsi que leur taille seront analysés.

Tests comportementaux

D’un point de vue physiologique et cellulaire, les phénomeénes mis en jeu dans la mémoire sont
connus pour I'implication de la LTP dans la fonction synaptique (Bliss et Collingridge, 1993; Neves et
al., 2008). Chez les souris déficientes pour le CD3(, présentant une augmentation de la LTP, une
atteinte de la mémoire est propable. Pour répondre a cette hypothése, des tests comportementaux
faisant intervenir I'apprentissage et la mémoire sont a effectuer. Ne disposant pas de matériel
expérimental pour I'étude de la mémorisation spatiale comme le labyrinthe aquatique de Morris
(Morris Water Maze), des tests impliquant la mémoire a court terme ou long terme plus simple a
mettre en place sont a développer. Un des tests facile a mettre au point est le test de la
reconnaissance des objets. Ce test fait intervenir la mémoire a court terme principalement médiée
par le cortex frontal et la mémoire a long terme médiée par I'hippocampe. Ce test est basé sur la
tendance spontanée des rongeurs a explorer des nouveaux objets (ennaceur et delacour, 1988). Au
cours de ce test, la souris est placée dans une cage (50 cm x 25 cm x 25 cm) dont les parois sont
noires contenant 2 objets similaires et son comportement est observé pendant 10min (test
d’entrainement). Les objets sont positionnés a chaque coin de la cage et présentent des similarités
de texture, de couleur et de taille mais ont des formes différentes. Au cours du test proprement dit,
les souris sont placées dans la cage contenant deux objets différents pendant 90 min (mémoire a
cours terme) et 24h (mémoire a long terme) apres I'entrainement. Le temps d’exploration de la

souris envers chaque objet est alors mesuré.

In vitro

Pour réaliser la culture de neurones hippocampiques provenant de souris déficientes pour le CD3(,
des accouplements de souris hétérozygotes pour ce gene est donc nécessaire. Les souris a 17 jours
de gestation seront sacrifiées, les embryons prélevés seront alors disséqués individuellement. Des
biopsies de queues seront récupérées afin de réaliser le génotypage des souris le jour méme. Les
hippocampes seront disséqués puis déposés individuellement dans un falcon en attendant les
résultats des génotypages. Une fois le statut génétique des embryons connu, les tissus provenant de
souris CDSQ'/' et CD3Q+/+ seront dissociés et les cellules de chaque animal seront ensemencées
individuellement. La difficulté de cette expérience est d’obtenir dans la portée un nombre suffisant

de souris CD3C” et CD3L™*. Les neurones seront maintenus en culture 15-16 jours puis seront fixés
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pour réaliser une analyse immunocytochimique. De méme que pour I'analyse in vivo, les mémes
marqueurs synaptiques seront utilisés. L’intensité et la distribution du marquage, le nombre
d’agrégats synaptiques ainsi que leur taille seront analysés.

De plus une analyse morphologique sera effectuée. A I'aide de marqueurs axonal et dendritique, le
nombre ainsi que la longueur des embranchements seront mesurés. De plus, la forme, la taille et le

nombre des épines dendritiques seront étudiés.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Expression et localisation de la protéine CD3( dans le SNC

Nos résultats montrent que I’ARNm et la protéine de la molécule CD3{ sont exprimés dans le
SNC. Nos études immunohistochimiques in vivo et in vitro révelent que la protéine CD3{ est
principalement exprimée par les neurones notamment ceux de I’hippocampe et du cortex chez le rat
et la souris. Ces observations correlent avec les données de la littérature qui montrent la présence de
I’ARNm de CD3C dans le thalamus, I'hippocampe et le NGL aux stades pré- et post-nataux (Corriveau
et al., 1998; Huh et al., 2000; Sourial-Bassillious et al., 2006) et celle de la protéine dans certaines
sous-populations neuronales de la rétine (Xu et al., 2010). Nous avons observé I'expression de la
protéine CD3Z des la naissance des neurones a partir de cellules souches neurales de rat puis tout au
long du développement neuronal, incluant les stades de formation et maturation des axones, des
dendrites et des synapses. La protéine CD3{ semble donc étre exprimée tout le long de la vie des
neurones de I'hippocampe in vitro. Cependant nous n’avons pas étudié les variations de I'expression
de la protéine et de 'ARNm du CD3( au cours la vie du rongeur. Il serait intéressant de comparer
I’expression de sa protéine et celle de son transcrit chez 'embryon, le jeune et chez I'adulte afin de
déterminer s’il existe une période d’action privilégiée de cette molécule.

Nous avons conduit une analyse détaillée de la distribution cellulaire de la protéine CD3( a
plusieurs étapes clé du développement neuronal. Au stade tres précoce de différenciation, quand le
neurone ne montre aucun signe de polarisation et qu’il est encore de forme sphérique, la protéine
CD3¢ s’accumule dans des microdomaines autour du corps cellulaire du neurone. Nos résultats
montrent une étroite corrélation entre I'agrégation de cette protéine et I'’émergence des premiers
neurites. Au cours de la polarisation neuronale, la protéine CD3( est fortement concentrée au niveau
des cones de croissance et dans les filopodes des neurites mineurs mais également au niveau du
cone de croissance de l'axone en formation. Cependant, lorsque les dendrites initient leur
différenciation, la protéine CD3{ est alors préférentiellement associée au domaine
somatodendritique et n’est pratiqguement plus détectée dans le domaine axonal suggérant ainsi un
role privilégié de cette protéine au cours de la différenciation dendritique. Nous avons en effet
identifié I'implication de CD3{ dans le développement dendritique. Il serait également intéressant
d’analyser I'impact de cette protéine sur les premiéres étapes de I'élongation axonale, lorsque CD3(
est encore fortement exprimé au niveau de I'axone, entre 2 et 4 DIV. A des stades de développement
plus tardifs, lors de la formation et de la maturation des synapses, CD3( est associé aux filopodes
dendritiques et aux épines dendritiques, sites des synapses du type excitateur glutamatergique

(Figure 29).
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Figure 29 : Modeéle de travail de I'étude portant sur la fonction de la protéine CD3({ au cours du
développement neuronal. La protéine CD3{ est représentée par les cercles de couleur jaune.

Le point commun des structures cellulaires exprimant CD3({ est qu’elles correspondent
toutes a des domaines cellulaires riches en actine. Il est en effet établi que les filopodes, les cones de
croissance et les épines dendritiques sont des structures particulierement riches en actine
(Hotulainen et Hoogenraad, 2010; Dent et al., 2007; Ishikawa et Kohama, 2007). Méme au stade
sphérique, quand ces structures ne sont pas encore formées, la protéine CD3{ s’accumule au niveau
de sites riches en actine autour de la cellule. Ces données supportent un lien fonctionnel tres fort
entre I'actine et le CD3{. Comme décrit dans I'introduction, I'actine est clairement impliquée dans la
croissance des prolongements neuronaux et dans le remodelage des épines dendritiques suggérant
un rble de CD3( au cours de ces processus. Il est possible que la colocalisation de CD3Z avec 'actine
reflete a la fois un role de I'actine sur I'adressage ou I'ancrage de CD3( en des sites cellulaires
spécifiques et une fonction de CD3{ sur la dynamique du cytosquelette d’actine. Nos résultats
montrant I'implication de la Rho GEF Vav2 dans la formation des filopodes induite par CD3( soutient

I’hypothése d’un lien fonctionnel entre CD3( et I'actine.

Régulation de la distribution de la protéine CD3(

En cohérence avec nos résultats précédants, montrant une corrélation entre la distribution
de CD3( et de I'actine, nous avons montré que la polymérisation de I’actine régule la distribution de
la protéine CD3(. En effet, le traitement des neurones de I’hippocampe avec la cytochalsine D,

inhibiteur de la polymérisation de I'actine, induit la redistribution de la protéine CD3( le long des
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dendrites. Malgré la réorganisation du cytosquelette d’actine, la molécule CD3C reste colocalisée
avec l'actine suggérant ainsi |’existence d’une interaction entre ces deux protéines.

Un autre facteur important pour I'adressage de la protéine CD3C dans notre modeéle est la
famille des protéines kinases Syk/ZAP70. En effet, un inhibiteur de cette famille de protéines kinases
induit, quelques minutes aprés son application, une dispersion massive de CD3( le long des neurites.
Cela implique que le niveau d’activité de Syk/ZAP70 regule I'agrégation de CD3{ au niveau des
filopodes et des cones de croissance. Dans les LT, suite a la reconnaissance du complexe
CMH/peptide par le TCR, CD3( active ces protéines kinases par des voies de phosphorylation (Chan
et al., 1994). Des études préliminaires au sein de notre laboratoire réveélent que les protéines Syk et
ZAP70 phosphorylées sont présentes dans les neurones de I'hippocampe in vitro suggérant que
celles-ci sont activées et qu’il existe en amont de ces protéines une voie de signalisation
fonctionnelle permettant leur activation. Dans les LT, la phosphorylation de la protéine ZAP70 est
induite par I'activation de CD3(, conduisant a la formation d’un complexe protéique comprenant les
protéines PLC-y1, Vav ou SLP76 (Finco et al., 1998; Paz et al., 2001; Perez-Villar et al., 2002). Il a été
reporté que les protéines PLC-y1 et Vav sont exprimées dans les neurones (Cowan et al., 2005; Zhou
et al., 2007; Quevedo et al., 2010; Nguyen et al., 2007). Si cette voie de signalisation décrite dans les
LT est maintenue dans les neurones, cela suggére que CD3(, en activant Syk/ZAP70, agirait sur sa
propre distribution cellulaire. Il s’agirait la d’'un mécanisme de rétrocontrble : un recrutement
important de CD3( conduirait a une forte activation de Syk/ZAP70 permettant de maintenir
I"accumulation de CD3¢ au niveau des cones de croissance et des filopodes. En revanche, un faible
recrutement de CD3( conduirait a une faible activation de Syk/ZAP70 induisant une dispersion de
CD3( le long des neurites. Etant donné, I'étroite relation entre le CD3( et I'actine, il serait intéressant

d’examiner si I'inhibition des protéines kinases Syk/ZAP70 redistribue également I’actine.

Récepteurs potentiellement associés a la protéine CD3( dans le SNC

Comme présenté dans lintroduction du manuscript, CD3{ est une protéine adaptatrice
signalétique qui est classiquement associée a un récepteur membranaire. Ce récepteur, activé par
son ligand, transmet le signal intracellulaire par lI'intermédiaire de CD3{. Plusieurs récepteurs
s’associant a CD3{ ont été décrits dans les LT. Il est donc pertinent de s’interroger sur leur
implication potentielle dans les neurones, en association avec CD3(.

L'équipe de C. Shatz a montré que les souris déficientes pour le CMHI, ligand du TCR,
présentent un phénotype similaire aux souris déficientes pour le CD3(. En effet, chez ces souris, les
axones des NGR projettent dans des régions ectopiques du NGL et présentent une augmentation de

la LTP et une absence de LTD dans I'’hippocampe (Huh et al.,, 2000). Ces protéines étant
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fonctionnellement associées dans le SI, I'hypothése proposée est qu’elles puissent I'étre également
dans le SNC par l'intermédiaire du TCR. Nos analyses en microscopie confocale révelent que la
protéine CD3( est exprimée au niveau des sites post-synaptiques des neurones de I’hippocampe et
du cortex. Une étude récente montre que le CMHI est également associé au domaine post-
synaptique mais est aussi détecté au niveau pré-synaptique (Datwani et al., 2009). Il pourrait donc
exister au niveau synaptique une voie de signalisation CMH/CD3( par I'intermédiaire du TCR.
Cependant, plusieurs arguments vont a l'encontre de cette hypothése. Alors que les souris
déficientes pour le CMHI ont une augmentation leur apprentissage moteur, les souris déficientes
pour le CD3{ ont un apprentissage moteur normal au cours du test du rotarod (McConnell et al.,
2009) suggérant deux voies distinctes pour le CMHI et CD3(. De plus, dans le SNC, ’ARNm du TCRp,
au cours du développement comme chez I'adulte, est immature et la présence de la protéine n’a pu
étre démontrée. La chaine a du TCR n’est pas détectée, suggérant ainsi que le TCR n’est pas exprimé
a la surface des cellules et est non fonctionnel (Syken et Shatz, 2003; Nishiyori et al., 2004). Nos
propres résultats obtenus dans le laboratoire n‘ont jamais pu mettre en évidence I'expression
protéique par Western blot des chaines du TCR ni des sous-unités CD36 et CD3s appartenant au
complexe TCR/CD3. Cependant, d’autres groupes ont montré la présence de ’ARNm des sous-unités
CD3g, CD3y et CD35 dans le cervelet mais celle de CD3{ (Nakamura et al., 2007). Cette étude suggére
I’existence possible d’un complexe CD3 dans le cervelet, dénué de la sous-unité CD3C. L’absence de
la sous-unité CD3e provoque une diminution de I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje du
cervelet tandis que la déficience en CD3{ augmente la complexité de cette arborisation dans les
neurones de la rétine et du cortex cérébral (Nakamura et al., 2007; Xu et al., 2010). Ces observations
suggérent que les sous-unités CD3( et CD3e ne sont pas fonctionnellement associées dans les
neurones. Le réle du CD3( dans le SNC ne semble donc pas nécessiter son association avec le TCR ou
avec les sous-unités du complexe CD3.

La protéine CD3( est également connue pour s’associer aux récepteurs NKp30 et NKp44 dans
les cellules NK (Lanier, 2003). Nos études préliminaires montrent que les ARNm des récepteurs
NKp30 et NKp46 sont présents dans le cerveau de rat. Seul 'ARNm du récepteur NKp30 semble
exprimé dans les neurones du cortex. Il serait intéressant d’identifier la présence de sa protéine par
Western blot dans les neurones et sa localisation in vitro et in vivo par immunohistochimie afin
d’examiner s’il existe une corrélation entre la distribution de cette protéine et le CD3C.

Un autre récepteur, le récepteur aux chimiokines CXCR4, a été identifié dans les LT comme
un récepteur associé a CD3C (Kumar et al., 2006). Dans les neurones de I'hippocampe, nous avons
observé I'expression de la protéine CD3( dans les cOnes de croissance des neurites et dans le cone de

croissance de I'axone en élongation. De maniére intéressante, une étude réalisée précédemment par
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notre équipe montre que I'expression de la protéine CXCR4 est similaire a celle de la protéine CD3(
au cours des premieres étapes du développement neuronal (Pujol et al., 2005). Ces observations
suggerent une coopération possible entre ces deux protéines au cours de la neuritogenése et de
|’élongation axonale. Au cours de la différenciation dendritique, la protéine CXCR4 est
préférentiellement exprimée dans I'axone (Baudouin et al., 2006) alors que nos résultats montrent
que la protéine CD3C est restreinte au domaine somatodendritique. De part leurs différentes
localisations, les protéines CXCR4 et CD3{ ne semblent donc pas interagir au cours de la
différenciation dendritique. Afin de déterminer si ces protéines interagissent au cours des stades
développementaux précédent la différenciation dendritique, des co-immunoprécipitations suite au

traitement par le SDF-1, ligand du récepteur CXCR4, sont a réaliser.

Fonction cérébrale de la protéine CD3(
Role de CD3( dans la formation des premiers filopodes

Les résultats obtenus au cours de la neuritogenése indiquent que la protéine CD3( favorise la
formation des filopodes et freine la genése des neurites par I'intermédiaire de la protéine Vav2, une
Rho GEF connue pour activer les protéines Rho GTPases nécessaires a la régulation du cytosquelette
d’actine lors de la formation des filopodes et des neurites (da Silva et Dotti, 2002; Abe et al., 2000).
La co-transfection des neuroblastes de la forme dominante-négative de Vav2 avec CD3{ provoque
une diminution du nombre de filopodes alors que la surexpression de la protéine CD3( seule induit
une croissance excessive de filopodes. L'inhibition de la protéine Vav2 empéche la formation des
filopodes induite par la protéine CD3( ce qui suggere que ces protéines cooperent. Ces données sont
confortés par I'analyse des souris déficientes pour les protéines Vav2 et Vav3 qui présentent le
méme phénotype que les souris CDSQ"/" a savoir une projection ectopique dans le NGL des afférences
axonales de la rétine (Huh et al., 2000; Cowan et al., 2005). Cette étude révele également que la
stimulation des récepteurs aux éphrines permet le recrutement et I'activation de la protéine Vav2,
nécessaire a I'endocytose du couple Ephrine/Récepteurs aux Ephrines pour le collapsus du céne de
croissance in vitro (Cowan et al., 2005). Il a également été montré I'implication des récepteurs aux
éphrines sur la motilité des filopodes in vitro et in vivo (Kayser et al., 2008). Une hypothese est que
I'activation des récepteurs aux éphrines recrute la protéine Vav2 par I'intermédiaire de la protéine
CD3(C afin de favoriser la formation des filopodes. Nos résultats préliminaires in vitro montrent que
les neurones issus de souris CD3Q’/’ répondent peu au traitement par les éphrines en comparaison

+/+

avec les neurones issus de souris CD3(™" se caractérisant par un nombre de collapsus de cones de
croissance moins important. Ces observations suggerent un lien fonctionnel entre les récepteurs aux

éphrines, la protéine Vav2 et le CD3C.
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Dans cette hypothese, [I'activation des récepteurs aux éphrines provoquerait son
autophosphorylation permettant le recrutement et I'activation de certaines protéines kinases
comme les protéines kinases de la famille Src, connues pour activer la protéine CD3( dans les LT
(Chan et al., 1994). La protéine CD3( activée induirait le recrutement de la protéine Vav2 par
I'intermédiaire de protéines kinases comme ZAP70 ou Syk permettant le collapsus du cone de
croissance et la formation des filopodes. Une approche pour tester cette hypothése sera d’examiner
si la transfection des neurones CD3(” avec la forme constitutivement active de Vav2 permet de
rétablir la voie de signalisation normalement engagée par CD3C et ainsi de permettre le collapsus des
cones de croissances et la formation des filopodes suite a I'activation des récepteurs aux éphrines.
L'implication de Syk/ZAP70 sur la voie de I'éphrine et CD3( sera testée en inhibant cette famille de
protéines tyrosine kinases par le Piceatanol sur des neurones issus de souris CD3(;+/+ et CD3Q’/’ . La
proportion de collapsus des cOnes de croissance et le nombre de filopodes seront quantifiés dans
chaque condition, aprés stimulation par I'éphrine. Par cette étude nous espérons mieux comprendre

les mécanismes liés a I'impact de la protéine CD3{ dans la formation des filopodes.

Réle de CD3( dans la dendritogenése

Au cours de la différenciation dendritique, nous avons montré que la protéine CD3{ est un
régulateur négatif de la croissance des dendrites. Cette observation a été confirmée récemment par
une étude qui montre que I'absence de CD3( provoque une augmentation de la complexité de
I"arborisation dendritique des NGR (Xu et al., 2010). Afin de déterminer le mécanisme lié a I'action de
CD3( sur la dendritogenese, les neurones ont été transfectés avec le mutant dominant négatif du
CD3C dans lequel les domaines ITAMs sont non fonctionnels. La surexpression de la forme mutante
induit une augmentation de la complexité de [Iarborisation dendritique. Au contraire, la
surexpression de la forme CD3({ sauvage la réduit significativement. Dans les LT, I'activation des
domaines ITAMs permet le recrutement et |'activation de nombreuses protéines de signalisation
notamment la famille ZAP70/Syk (Chan et al., 1994). Nous avons mis en évidence la présence de
I’ARNm de la molécule ZAP70 a 4DIV et 16DIV dans les neurones de cortex chez le rat. De plus, nos
données immunocytochimiques sur les neurones de I’hippocampe a 8DIV révelent que la protéine
ZAP70 phosphorylée est notamment localisée dans le domaine somatodendritique suite a I'ajout de
pervanadate, inhibiteur puissant des protéines phosphatases permettant de stabiliser la
phosphorylation des protéines. Ces différentes observations suggerent que I'effet du CD3{ sur la
morphologie des dendrites dépendrait de I'activation des domaines ITAMs et du recrutement de la

protéine ZAP70. Si ce mécanisme existe dans le SNC, l'activation du CD3{ par un anticorps
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extracellulaire permettrait de déterminer si la protéine ZAP70 est activée par immunocytochimie et

de savoir par co-immunoprécipitation s’il y a une interaction entre ces protéines.

Réle de la protéine CD3( dans la fonction synaptique ?

Les souris déficientes pour le CD3{ ont une altération de la plasticité synaptique. Nos analyses
immunocytochimiques sur des neurones de I’hippocampe a 21 DIV révéelent que la protéine CD3C,
exprimée sous forme d’agrégats, colocalise partiellement avec la protéine PSD-95. En revanche
aucune colocalisation n’est observée entre le CD3Z et la protéine GAD, enzyme nécessaire a la
synthése du neurotransmetteur inhibiteur GABA et utilisé comme marqueur des synapses
inhibitrices. Ces données suggerent que la protéine CD3{ est un composant des synapses
glutamatergiques. Ces résultats sont en accord avec une étude récente qui montre également que le
CD3( est associé a la PSD-95 dans le NGL de la rétine. Fonctionnellement, il a été montré que le CD3Z
est impliqué dans la transmission synaptique médiée par les récepteurs au glutamate dans les NGR
(Xu et al.,, 2010). Nous avons donc analysé I'impact de la protéine CD3( sur la composition
moléculaire des synapses glutamatergiques. Nos analyses biochimiques par Western blot révelent
que la protéine CD3{ maintient les sous-unités NR1 et NR2A des récepteurs au glutamate de type
NMDA ainsi que les protéines PSD-95 et CaMKIl dans les régions extra-synaptiques. En revanche, la
distribution des sous-unités 32 et B3 des récepteurs GABAergiques et celle de la sous-unité GIuR2
des récepteurs AMPA ne sont pas affectées. Ces modifications de distribution des récepteurs NMDA
contenant les sous-unités NR1 et NR2A pourraient expliquer les défauts de la plasticité synaptique
enrigistrés dans I’hippocampe (Huh et al., 2000). L’augmentation de la LTP observée chez les souris
déficientes pour le CD3( est dépendante des récepteurs NMDA (Huh et al., 2000). L'induction de la
LTP-dépendante des récepteurs NDMA est accompagnée par linsertion et I|’activation par le
glutamate des récepteurs AMPA au niveau des synapses permettant la dépolarisation de la
membrane plasmique nécessaire a l'activation des récepteurs NMDA synaptiques (Makino et
Malinow, 2009). Suite a cette induction, les récepteurs NMDA extrasynaptiques sont recrutés a la
synapses et potentialisent la transmission synaptique (Harney et al., 2008; Zhao et al., 2008; Williams
et al., 2007). Chez les souris déficientes pour le CD3C, la plupart des NMDA sont extrasynaptiques. De
ce fait, le nombre de récepteurs NMDA extrasynaptiques recrutés au niveau de la synapse au cours

+/+

de I'induction de la LTP serait proportionnellement plus important que chez les souris CD3{™". Cela

provoquerait une potentialisation plus importante reflétée par une LTP augmentée (Figure 30).
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Figure 30 : Hypothése expliquant ’laugmentation de la LTP chez les souris déficientes pour le CD3C.
Les récepteurs AMPA sont représentés en bleu clair et les récepteurs NMDA en bleu foncé.

L'analyse de la composition moléculaire des synapses in vitro et in vivo par immunohistochime sur
des souris déficientes pour le CD3( permettrait de confirmer les résultats obtenus en Western blot.
La morphologie des épines dendritiques, sites des synapses excitatrices de type glutamatergique, est
importante, en effet, les modifications de leur taille ou de leur nombre peut affecter la force de la
transmission synaptique (von Bohlen Und Halbach, 2009). Des études sont en cours afin d’examiner
le nombre et la taille des épines dendritiques, in vitro chez les souris CD3§'/' en comparaison des

souris CD3(™".

Impact de la protéine CD3( sur I’activité locomotrice des souris?
Nos analyses comportementales démontrent que les souris déficientes pour le CD3{ n’ont pas de

+/+

modification de leur niveau d’anxiété et de dépression par rapport aux souris CD3(™". De plus,
I"absence du CD3Z, dans nos conditions expérimentales, ne semble pas affecter la fonction olfactive
de nos souris. En revanche, nous avons montré une réduction de I'activité d’exploration des souris
CD3:”" dans les bras fermés du labyrinthe en croix surélevé en comparaison des souris CD3("*. En
effet, la distance parcourue par les souris CD3Q'/' dans les bras fermés est plus courte et est corrélée

a un temps d’immobilité plus long. De plus, le nombre de redressements effectués par ces souris est

plus faible. Cependant, le test du labyrinthe en croix surélevé, étant utilisé pour étudier I'anxiété,
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n‘est donc pas approprié pour analyser Il'activité d’exploration des souris. Des études plus

approfondies en utilisant I'open-field sont a effectuer.

Notre étude a permis de montrer que la molécule adaptatrice CD3( a ce jour uniguement
caractérisée dans le Sl, est également exprimée dans le SNC et plus particulierement dans les
neurones. Nos études fonctionnelles ont mis a jour un nouveau réle de CD3Z dans la formation des
filopodes, dans la régulation négative du développement dendritique mais également dans la
régulation de la distribution des récepteurs de type NMDA au niveau des sites synaptiques. Nous
apportons donc par ce travail de these des éléments nouveaux quand au réle et la régulation de
cette molécule au cours du développement neuronal et nous espérons que les expériences futures
permettront de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués au cours de ces

phénoménes.
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Role de la molécule immune CD3C dans le développement neuronal et les
fonctions cérébrales

Le développement neuronal se construit selon une succession d’étapes aboutissant a la
formation d’un réseau fonctionnel. Des données récentes montrent que des molécules bien décrites
dans le systeme immunitaire (Sl) possédent également un réle non immun dans certaines étapes du
développement cérébral. Nous avons cherché a identifier la fonction de la protéine CD3¢, constituant
majeur du complexe CD3 des lymphocytes T, au cours de la neuritogenése et de la différenciation
dendritique.

Au cours du développement neuronal précoce, nos analyses immunohistochimiques sur des
neurones différenciés a partir de cellules souches neurales montrent que le CD3¢ est présent dés la
naissance des neurones et est impliqué dans I'émergence des premiers prolongements neuronaux.
Des approches combinées de perte et de gain de fonction révélent qu’au cours de la formation des
neurites, le CD3¢ joue un réle inhibiteur sur la formation des neurites, en stabilisant I’émergence fines
structures immatures, appelées filopodes, via la protéine Rho GEF Vav2. De facon intéressante, cette
action inhibitrice de CD3( est conservée a des stades de développement plus tardifs lors de la
dendritogenése. A ce stade, CD3( régule négativement la croissance dendritique.

Notre étude a permis d’identifier un réle inédit de la protéine CD3( dans le systéme nerveux
central. Nous avons montré que CD3( agit comme un frein moléculaire dans I’élaboration des
prolongements neuronaux. Ces résultats sont particuliéerement importants pour appréhender les
effets potentiels neuropathologiques sur le systeme nerveux central lors de thérapies ciblant le S.

Mots clés : CD3¢, filopode, neurite, Vav2, dendrites, croissance.

Role of the immune molecule CD3Z in neuronal development and cerebral
functions

Neuronal development is achieved by a complex process leading to the formation of a
functional network. Recent data showed that well-known molecules previously characterized in the
immune system have also non immune functions in critical stages of cerebral development. The aim
of our study was to identify the function of CD3({, a major component of the CD3 complex in T
lymphocytes, during neuritogenesis and dendrite differentiation.

Upon neuronal differentiation from neural stem cells, immunohistochemical studies showed
that CD3¢{ was expressed as soon as neuronal birth, and was involved in the emergence of the first
neurites. A combination of loss- and gain-of-function experiments revealed that CD3( played an
inhibitory role on neurite formation by stabilizing the emergence of thin immature structures, called
filopodia, through a Rho GEF VAV2-dependant mechanism. Interestingly, this inhibitory action was
conserved at latter stages of neuronal development, during neuritogenesis. At this stage, CD3¢
negatively regulated dendritic outgrowth.

Our study revealed an unexpected role of CD3{ in the central nervous system. We showed
that CD3¢ acts as a molecular brake in the establishment of neuronal extension. Moreover, our
results point out of potential neuropathological consequences on cerebral functions of therapies
targeted the immune system.

Key words : CD3¢, filopodia, neurite, Vav2, dendrite, growth.
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