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Communication jonctionnelle et interactions
entre réseaux neuronaux et gliaux (CIRB)

Responsable : Christian GIAUME

Dans le systeme nerveux central, les connexines (Cxs), protéines constituantes
des jonctions communicantes (JCs), ou gap junctions, et des hémicanaux, sont
exprimées en grande quantité dans les cellules gliales, en particulier dans les
astrocytes. Actuellement, les travaux de notre équipe portent sur différents aspects
des propriétés et des roles de ces protéines dans les interactions que les cellules
gliales établissent avec les neurones que ce soit dans des conditions physiologiques
ou pathologiques.
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RECHERCHE

Régulation de I'expression et de la fonction des connexines
astrocytaires lors de perturbations du cycle veille-sommeil

(Xinhe Liu, Pascal Ezan, Ester Gangozo; collaboration avec P. Magistretti
et Jean-Marie Petit, EPFL Lausanne)

11 a été récemment montré que les astrocytes contribuent a la régulation du cycle
veille-sommeil par I’intermédiaire d’une libération vésiculaire d’ATP qui agit sous
forme d’adénosine sur I’activité des neurones. D’autre part, en plus des interactions
entre neurones et astrocytes au niveau cellulaire, ces deux populations cellulaires
peuvent également interagir a un niveau plus intégré entre circuits neuronaux et
réseaux astrocytaires, ces derniers reposant sur I’expression d’un grand nombre de
JCs entre ces cellules gliales composés par les Cx43 et Cx30. Nous avons observé
que I’expression des ARNm codant pour la Cx30, mais pas la Cx43, était augmentée
dans I’hippocampe et le cortex de la souris apres six heures de privation de sommeil.
La communication jonctionnelle est également augmentée chez les souris sauvages
mais pas chez les souris dont le gene codant pour la Cx30 a été invalidé (KO Cx30).
Nous avons ensuite étudié le role de cette Cx dans la régulation du cycle veille-
sommeil chez ces deux types de souris. Nous avons observé que : i) chez la souris
n’exprimant pas la Cx30, I’activité locomotrice spontanée était diminuée de 27 %
pendant la période d’obscurité et de 38 % pendant la période d’éclairement ; ii) le
nombre de stimulations nécessaires pour maintenir la souris éveillée pendant une
période de six heures (mesuré en ajoutant des objets nouveaux dans la cage) est
augmenté de 49 % chez le KO Cx30; iii) la période de sommeil & onde lente
enregistrée par électroencéphalographie et électromyographie est augmentée de
50 % chez cette souris lors d’une privation de sommeil de six heures. Afin
d’identifier les mécanismes moléculaires responsables du phénotype de la souris
KO Cx30, nous avons étudié les niveaux d’expression des ARNm des genes associés
au métabolisme énergétique cérébral, aux neurotransmetteurs et aux systemes
impliqués dans la régulation du cycle veille-sommeil. Nous avons observé une
diminution d’expression des genes suivants : — 12 % pour le transporteur mono
carboxylate neuronal (MCT?2), — 20 % pour le lactate déshydrogénase, — 16 % pour
la glycogene phosphorylase et — 21 % pour la protein targeting to glycogen. Ces
résultats suggerent que la Cx30 joue un role important dans le contrdle de I’éveil
dans des périodes de forte pression de sommeil, probablement en permettant de
répondre a une demande énergétique accrue.

Activation différentielle des hémicanaux connexine 43
et pannexine 1 dans les astrocytes étudiée chez un modéle murin
de la maladie d’Alzheimer

(Chendju Yi, Edwige Amigou, Annette Koulakoff)

Nous avons précédemment montré que 1’expression des connexines astrocytaires,
qui forment les canaux jonctionnels et les hémicanaux, était augmentée dans les
astrocytes directement associés aux plaques amyloides dans le cortex et I"hippocampe
de patients Alzheimer ainsi que dans un modele murin de cette pathologie
neurodégénérative, la souris APP/PS14g9. Dans une étude in vitro récente, nous



1010 LES EQUIPES ACCUEILLIES AU COLLEGE DE FRANCE

avons observé qu’un traitement aigu avec le peptide amyloide induit une activation
des hémicanaux dans les astrocytes, ce qui déclenche une mort neuronale. Par
conséquent, nous avons étudié les propriétés des hémicanaux astrocytaires dans la
souris APPy/PS14r9 & un age ou des plaques amyloides sont présentes dans le
cortex et ’hippocampe. La contribution respective de la Cx43 et de la pannexine 1
(Panx1) a I’activité hémicanale a été mesurée par capture de bromure d’éthydium
dans les astrocytes identifi€s par un marqueur de ces cellules, la GFAP, en utilisant
des agents pharmacologiques spécifiques pour chacune de ces protéines
membranaires. Nous avons observé qu’une activité hémicanal était présente dans
tous les astrocytes de I’hippocampe, avec un niveau de capture plus élevée dans les
astrocytes directement en contact avec les plaques amyloides. La Cx43 est I’élément
majeur de cette activité hémicanal avec cependant une composante mineure Panx1
dans les astrocytes associés aux plaques. Les voies de signalisation responsables de
I’activation des hémicanaux ont ensuite été identifiées. Nous avons observé que
I’inflammation déclenche 1’activité des hémicanaux composés a partir de la Panx1,
pas de la Cx43, puisque celle-ci est bloquée par la minocycline, un inhibiteur de
Pactivation microgliale, ainsi que par des antagonistes de cytokines pro-
inflammatoires (TNFo et IL1B). Par contre, I’activation des hémicanaux Cx43
dépend des élévations de la concentration intracellulaire de calcium dans les
astrocytes. Lorsqu’on réduit cette concentration au niveau de contrdle des astrocytes
de la souris sauvage, en bloquant soit les récepteurs membranaires mGluR1 du
glutamate, soit les récepteurs IP3/RyR du réticulum endoplasmique, 1’activité
hémicanal Cx43 est supprimée sans que I’activité Panx1 soit affectée. Ces activités
permettent la libération de « gliotransmetteurs » (ATP, glutamate, D-sérine) qui ont
des effets déléteres sur les neurones. Pris dans leur ensemble, ces résultats suggerent
que les hémicanaux pourraient étre en partie responsables des dommages neuronaux
caractéristiques de la souris APPg/PS14gg. Par conséquent, le ciblage de 1’activité
des hémicanaux des astrocytes pourrait représenter une stratégie alternative
d’intervention thérapeutique qui, au lieu d’agir directement sur les neurones,
ciblerait leurs partenaires, les astrocytes.
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Biologie cellulaire des homéoprotéines (2013)
Homeéoprotéines et plasticité cellulaire (2014) (CIRB)

Responsable : Alain JoLioT

Mécanismes du transfert intercellulaire des homéoprotéines

Au cours de cette année, I’analyse approfondie de lipides spécifiques, les PIP2,
dans le transfert intercellulaire des homéoprotéines nous permet de proposer un role
central de la membrane plasmique dans la répartition des homéoprotéines entre
milieu intra- et extracellulaire. En effet, la modulation spécifique de ces lipides au
niveau de la membrane plasmique perturbe aussi bien la sécrétion que I’ internalisation
des homéoprotéines. L’importance de l’interaction homéoprotéine/lipide pour le
passage de membranes biologiques est confortée par la mise en évidence de
modifications conformationnelles significatives de la protéine au contact d’un
environnement hydrophobe, réalisée en collaboration avec 1’équipe d’Olivier
Lequin (UPMC). Par fractionnement subcellulaire, nous avons montré que
Iinteraction entre les homéoprotéines et les PIP2 ne se limite pas a la membrane
plasmique mais est aussi observée au sein du noyau. Ces lipides pourraient donc
réguler des étapes plus précoces de la sécrétion des homéoprotéines, en facilitant
I’adressage du pool nucléaire d’homéoprotéines vers la voie de sécrétion.

Les glycosaminoglycanes (GAGs), longues chaines de carbohydrates
extracellulaires associées a la membrane des cellules, sont des partenaires maintenant
bien décrits pour les homéoprotéines, tant par leur interaction directe que pour leur
capacité a moduler la spécificité d’internalisation des homéoprotéines in vivo. En
culture cellulaire, nous avons démontré que I’absence totale de GAGs inhibe
fortement 1’internalisation des homéoprotéines. Etonnamment, la surexpression de
GAGs, bien que favorisant I’accumulation de 1’homéoprotéine a la surface des
cellules, n’a que peu d’effet sur I’efficacité du processus d’internalisation.

Réle de la protéine Engrailed (En) dans la formation de la frontiére
mésencéphale / diencéphale.

Suite a la fusion de notre équipe avec celle de Sophie Vriz, nous avons initié¢ de
nouveaux projets alliant analyse cellulaire et fonctionnelle de 1’activité paracrine
des homéoprotéines a 1’étude du développement et de la régénération chez le
poisson zebre. Ce projet est présenté ci-dessous.



