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Figure 1: Représentation schématique des populationsrésidant dans le systéme nerveux

central.
Le nom de chaque sous-type cellulaire est écrit en gras. Les autres €l éments correspondent aux

différentes structures des neurones.



| ntroduction

I. LECERVEAU,LAMEMOIREET LEURPLASTICITE

1. LE CERVEAU EST LE SIEGE DE LA MEMOIRE
1.1. Lesysteme nerveux et les neurones

Méme s'il ne représente en moyenne gque 2 % du poids du corps, le cerveau consomme
20 % de I’ énergie produite par le corps. C'est I'’organe le plus complexe, siege de notre
mémoire, de nos pensées, de nos actions et de nos émotions. Il est congtitué d’environ 100
milliards de cellules nerveuses, organisées en réseaux, qui communiquent entre-elles par
d’ innombrables contacts. Le cerveau fait partie du systéme nerveux central (SNC) qui, avec le
systéme nerveux périphérique (SNP), assurent la perception de notre environnement, son
intégration et I'élaboration d'une réponse spécifique et adaptée, permettant le bon
fonctionnement de I'organisme. Le SNC est compose de plusieurs types cellulaires, aux
fonctions différentes, interagissant les uns avec les autres (Figure 1). Les cellules résidentes du
SNC sont lamicroglie qui correspond aux macrophages du cerveau, les « sentinelles », formant
la principale défense immunitaire gréce a ses capacités phagocytaires. Puis, les astrocytes, des
cellules capables de se lier aux neurones, ayant de multiples fonctions dont de support, d’ apport
de nutriments, de recyclage des déchets, etc... Les oligodendrocytes ont un réle de soutien, ils
permettent de créer et maintenir I’ architecture du réseau neuronal en jouant le réle de piliers
entre les neurones. Les prolongements des oligodendrocytes entourent |es axones des neurones
pour former la gaine de myéline. La gaine de myéline favorise la transmission du signal
électrique le long des axones. Ces trois types cellulaires font partie de la famille des cellules
gliales qui assurent I’homéostasie neuronale. Enfin, les neurones, qui sont des cellules post-
mitotiques hautement spécialisées assurant la transmission d’ activité éectrique.

Les neurones sont composés d' un corps cellulaire et de deux types de prolongements : les
dendrites qui réceptionnent les messages nerveux €lectriques, ou potentiels d action. Ce signa

Rﬂgg@f;‘f— gfdf urt.com {\}



Figure 2: Schéma de la transmission de I'influx nerveux au niveau d’'une synapse
chimique.

L’ arrivée du potentiel d action a la terminaison présynaptique induit une entrée de calcium
provoquant la fusion des vésicules synaptiques a la membrane. Les neurotransmetteurs
contenus dans les vésicules sont relargués dans I’ espace synaptique et vont se fixer sur leurs
récepteurs ala surface de la membrane postsynaptique. Cette fixation induit la transduction du
message présynaptique en différents évenements postsynaptiques. D’ aprés Pereda, 2014.



électrique est alors converti en signa chimique jusgu'au corps cellulaire, pour générer un
nouveau potentiel d'action qui est transféré le long des axones. A laterminaison de I’ axone, se
trouvent les boutons synaptiques, zones de communication entre plusieurs neurones (Figure 1).
Ces structures sont aussi présentes le long des prolongements neuronaux et sont alors appelés
boutons en passant. Les boutons synaptiques (ou en passant) correspondent aux terminaisons
présynaptiques qui recoivent le potentiel d action pour les convertir en message chimique en
libérant des neurotransmetteurs dans I’ espace synaptique. En vis-&vis de ces boutons, se
trouvent les terminaisons postsynaptiques qui présentent a leur surface plusieurs types de
récepteurs capables de lier les neurotransmetteurs relargués. Les récepteurs stimulés peuvent
étre des récepteurs ionotropes (canal transmembranaire ionique) ou métabotropes (récepteurs a
sept domaines transmembranaires). Les messages chimiques vont se reconvertir en activité
électrique mais vont également activer des voies de signalisation dans les cellules (Figure 2)
(Pereda, 2014). L’ensemble de I’espace de conversion des informations nerveuses est la
Synapse.

Le cerveau est subdivisé en plusieurs régions interconnectées. Une de ces régions est le
systéme limbique, siége des émotions, de I’ apprentissage et de la mise en place de lamémoire.

1.2. Lamémoire

La mémoire est une fonction complexe, dépendante de I’ intégrité de plusieurs structures
cérébrales. En psychologie, il est communément admis de distinguer deux grands types de
mémoire : la mémoire a court terme (mémoire de travail) et la mémoire a long terme. La
mémoire & long terme, contrairement & la mémoire & court terme, correspond a la faculté de
retenir une information plus longtemps et suggére donc une forme « d’ encodage » dans le
cerveau. Une classification dichotomique a été proposée, permettant de subdiviser les différents
sous-types de mémoire a long terme en mémoire déclarative et explicite (verbae) et non-
déclarative (non verbale, comme « faire du vélo ») (ZolaMorgan et al., 1986). Ces différents
types de mémoire sont interactifs et impliquent des structures cérébrales différentes et se
distinguent par leur mode d’ encodage (Bird & Burgess, 2008).

Chez I'Homme, le systeme limbique est impliqué dans la mise en place de la mémoire
déclarative. Plus particuliérement dans le systéme limbique, des |ésions de I’ hippocampe ont
montré |’ importance de cette région dans lamise en place de ce type de mémoire (Zola-Morgan
et al., 1986). La mémoire déclarative ou explicite permet d’encoder des connaissances

générales (mémoire sémantique: « Parisest la capitale de la France ») mais également des



Figure 3: Le systéme limbique et I"hippocampe : rble dans la mémoire a long terme et
organisation.

(A) Schéma de I’ organisation dichotomique de la mémoire a long terme selon Squire (1996).
Le systeme limbique joue un réle central dans la mémoire déclarative. (B) Schéma du systéme
limbique et de la formation de I’ hippocampe. L’ hippocampe est subdivisé en deux sous
structures : le gyrus denté et la corne d Ammon (CA), elle-méme subdivisée en plusieurs aires
dont CA1l et CA3. (B) Adapté de www.creative-diagnostics.com/blog/index.php/what-is-
hippocampus/.



souvenirs autobiographiques intégrant une notion de temps et d’ espace (mémoire épisodique :
«j’a écrit mathése dans mon salon au premier semestre de 2021 »). C'est dans ce dernier sous-
type de mémoire que I’ hippocampe interviendrait, pour la mémorisation de faits, dans un
contexte spatio-temporel (Figure 3A) (Eichenbaum, 2017). L’ hippocampe est une région du
systéme limbique qui est en charge de I’ intégration contextuelle de processus cognitifs et de la
régulation des émotions. L’ hippocampe est composé de deux entités : le gyrus denté (GD) et la
corne d Ammon (CA), elleeméme subdivisée en quatre sous-unités (CAl, CA2, CAS, et
récemment identifiée CA4) (Figure 3B). Ces régions sont interconnectées et |’ hippocampe est
auss capable d’intégrer des informations en provenance d’ autres régions du cerveau. De fagon
smplifiée, le cortex enthorhinal assimile les informations sensitives des aires associatives et
transmet la synthese de ces informations versle GD dans I’ hippocampe. Puis, les informations
transitent par le CA3 et ensuite par le CA 1. Enfin, lesinformations sont envoyéesdu CA1 vers
le subiculum. Ce circuit permet finalement I’ encodage de la mémoire épisodique (Matsumoto
et al., 2019; Tatu & Vuillier, 2014).

Aing, | hippocampe joue un r6le central dans la synthése et I’ encodage des informations
regues de I’ environnement, pour les processus d’ apprentissage et de mémoire. Ces processus
nécessitent la mise en place de modifications durables de I” hippocampe qui mettent en jeu les
mécani smes de plagticité neuronale qui seront décrits dans le paragraphe suivant.

Méme sl est difficile d’ évaluer lamémoire déclarative chez I’ animal, qui par définition
est consciente et verbalisable, des stratégies ont été développées pour pouvoir I’ éudier. En
effet, de nombreux tests comportementaux ont été mis en place afin d' étudier la capacité de
Ianimal aréaliser destaches d’ apprentissage et de mémorisation impliquant I” hippocampe. Par
la suite, je vous présenterai briévement des exemples de tests qui ont pour objectif d évaluer la
mémoire hippocampo- ou non hippocampo-dépendante. Certains ont été utilisés durant mon
projet de thése (en gras) et seront présentés plus en détails dans le « Matériels et Méthodes »
de la section correspondante de mes résultats.

Lamise en place de lamémoire au sein de I’ hippocampe suppose que le cerveau puisse
S adapter aux stimuli qu'il integre. Le processus d’ apprentissage sous-entend des notions
« d’ écriture » ou de « codage » de I’information pour qu’ elle puisse étre réutilisée plus tard.
Les neurones sont donc capables d’ adapter leur fonctionnement aux stimuli afin d’ apporter la
réponse la plus adaptée. Cette capacité d’ adaptation, de remodelage, représente la plasticité

neuronae.






2. LECERVEAU : UN ORGANE QUI SADAPTE

2.1. Leconcept dela plasticité neuronale

Le fonctionnement du systéme nerveux est élaboré de maniere ace qu’ un individu puisse
Sadapter et interagir avec un environnement nouveau. Le cerveau possede la faculté
remarquable d étre « modifiable » ou « plastique », d'ou la notion de la plasticité du cerveau.
Tout au long de lavie, le cerveau va étre confronté a différents stimuli, I’ apprenti ssage modifie
aors la force des connexions entre les neurones et modifie le réseau neurona en favorisant
I" apparition, la destruction ou la réorganisation des synapses, mais auss des neurones eux-
mémes. A |’ échelle delacellule et du réseau, on parle dors de plasticité neuronae. Laplasticité
neuronale a été découverte dans une région du systéme limbique, |” hippocampe. Cette région
est laplus sujette a étre plastique car elle est le siége du stockage initial de lamémoire spatiale
et déclarative.

Nous ne pourrons pas explorer en détail tous les mécanismes mis en jeu dans cette
plasticité neuronale car cela représente une these en elle-méme. Cependant, afin de faciliter la
compréhension du réle de certains mécanismes cellulaires dans la plasticité neuronae,
mécanismes qui ont fait I’ objet de mathese, je vais présenter quelques éléments clés.

Les messagers chimiques relargués dans I'espace synaptique sont appelés des
neurotransmetteurs. Certains de ces neurotransmetteurs, comme le glutamate ou
I" acétylcholine, vont se fixer sur des récepteurs spécifiques qui vont exciter les neurones. Cette
fixation induit une dépol arisation des neurones postsynaptiques et permet de propager le signal
électrique. D’ autres, commele GABA (y-aminobutyric acid) ou laglycine, peuvent sefixer sur
des récepteurs qui vont inhiber les neurones. Ains un neurone peut recevoir des signaux
excitateurs et inhibiteurs dont la résultante intégrée, déclenche I’ activation ou I’inhibition de
voies de signdisation spécifiques. Ces voies de signalisation ont des effets immédiats en
agissant, entre autres, sur des modifications post-traductionnelles de proténes cellulaires d§a
présents et permettent, par exemple, |’ expression ala surface ou, au contraire, I’internalisation
de récepteurs aux neurotransmetteurs. Plus tardivement, ces voies de signalisation agissent sur
la relocalisation de facteurs de transcription dans le noyau, pour permettre de moduler
I’ expression de géenes neurotrophiques, comme le BDNF (brain derived neurotrophic factor),
important pour la survie, le développement et la plasticité neuronale (Citri & Malenka, 2008).
Ces mécanismes tardifs conduisent des changements d’ expression protéiques qui soustendent






une restructuration des prolongements neuronaux et une modification du nombre de synapse a
la surface des cellules. De plus, les neurones peuvent intégrer des signaux, extérieurs a la
synapse, qui proviennent de stimuli de I’environnement cellulaire (présence de drogues,
facteurs de stress, cytokines, etc...).

Finalement, les neurones sont capables d’assmiler une grande quantité de signaux
permettant d’ adapter leur réponse. D’ un c6té, I’ expression et la synthése de novo de protéines
permettent la génération de nouveaux prolongements et de nouvelles synapses, renforcant des
connexions existantes et trés sollicitées. Au contraire, I’inhibition de tous ces phénomenes va
avoir tendance a faire régresser et «fragiliser » des connexions inutilisées Le concept de
plasticité neuronale peut ains se résumer par le principe « utilise-le ou perds-le!» qui fait

référence aux synapses, aux prolongements ou méme aux Neurones.

2.2. Lerdlecentral des NMDAR dans|a plasticité neuronale

Les récepteurs au NMDA a la synapse (NMDAR : récepteurs a I’ acide N-méthyl-D-
aspartique) jouent un réle fondamental dans de nombreux processus de la plasticité neuronale
(Lynch, 2004). Ces récepteurs congtituent un sous-groupe de récepteurs qui lient un
neurotransmetteur excitateur, le glutamate. Pour imiter une stimulation, il est possible detraiter
des neurones avec du NMDA, un dérivé d' acide aminé qui se comporte comme un agoniste
specifiqgue des NMDAR. 1l existe des NMDAR au niveau de la synapse (intrasynaptique :
iINMDAR) mais égadement des NMDAR a I'extérieur de la synapse (extrasynaptique:
eNMDAR). Les récepteurs intrasynaptiques sont alors les premiers activés lors du relargage de
glutamate alasynapse. LastimulationiNMDAR conduit al’ entrée de calcium (Ca?*) qui active
plusieurs cascades de signalisation dont la voie ERK (extracellular signal-regulated kinase),
CaMKII (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase 1) et la voie AMPc (adénosine
monophosphate cyclique) (Sun et al., 2018; Hardingham & Bading, 2010). Cette stimulation
active également des processus de réorganisation de la synapse dont I’ exocytose de nouveaux
INMDAR. La stimulation des voies de signalisation induit |’ activation de la transcription de
genes dépendants de I’ activité par I’ intermédiaire du complexe de transcription CREB/CBP (c-
AMP response element-binding protein/CREB-binding protein). Ces genes codent pour des
facteurs de transcription dits précoces qui vont permettre notamment la transcription de
neurotrophines comme le BDNF. La stimulation de ces récepteurs représente une activation

«normale» ou physiologique et a donc unrdle positif sur les neuronesen favorisant leur



Figure 4: Schéma des voies de signalisation activées apres stimulation des différents
récepteursau NM DA neuronaux, en fonction de leur localisation.

La stimulation des iINMDAR induit, entre autres, |’expression a la surface de nouveaux
INMDAR afin de renforcer la synapse, |’ activation de voies de signaisation, I"'inhibition des
caspases et plus généralement des facteurs pro-apoptotiques. La stimulation des eNMDAR
résulte d’ un débordement de glutamate en dehors de la synapse et conduit ade |’ excitotoxicité.
Les eNMDAR activent la voie des caspases et des facteurs pro-apoptotiques et inhibent les
voies activées par INMDAR. Les voies de signalisation activées, permettent la fixation du
facteur de transcription CREB et de son cofacteur CBP sur la séquence CRE de I’ ADN, pour
permettre la transcription de génes codant des facteurs de transcription précoces (FT)
dépendants de I’ activité. Ces facteurs de transcription permettent a leur tour d'induire la
transcription de neurotrophines importantes pour la plasticité neuronale, comme le BDNF. Le
BDNF a de multiples fonctions dans la survie, la croissance et le renforcement des neurones.
Adapté de Hardingham, 2010 ; Sun, 2018.
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renforcement et leur survie. Au contraire, lesrécepteurs extrasynaptiques sont stimuléslorsqu’il
y aun exceés de glutamate et que celui-ci sort de la synapse. Cette activation fait donc réponse
a une stimulation excessive et non physiologique des neurones. Cette stimulation dite
excitotoxique va essentiellement inhiber les voies de signalisation activées par lesiNMDAR et
vadéclencher des voies de signalisation favorisant plutét I’ apoptose et |a neurodégénérescence
dans certaines régions du cerveau (Figure 4) (Sun et al., 2018; Hardingham & Bading, 2010).
L’ activation des NMDAR induit I’activation ou I’inhibition de voies de signaisation qui
permettent de réguler la synthése de protéines, le changement de structure des neurones, la
transcription de génes impliquant des mécanismes épigénétiques ou encore I'induction de
I apoptose.

2.3. Laplasticité neuronale a I’ échelle du réseau neuronal

Une caractéristique fondamentale du cerveau est sa capacité a intégrer des informations
coordonnées durant des activités sensorielles, motrices ou cognitives. Cette intégration dépend,
al’ échelle des réseaux, de la sommation des influx sur un méme réseau de neurones. Ainsi, un
réseau trés sollicité va adapter saréponse en renforgant les connexions entre |es neurones pour
étre plus facilement activé lorsqu’il serarestimulé (Bass et al., 2019).

Tout comme le cerveau qui, al’ échelle de |’ organe, se nourrit de |’ expérience des stimuli
environnementaux pour apprendre et mémoriser, les neurones, a I'échelle cellulaire, sont
capables d emmagasiner de |’ information, « d’ apprendre » pour mieux répondre aux prochains
stimuli. L’analogie est toute trouvée avec la notion d’ épigénétique qui, cette fois au niveau
moléculaire, permet d’ adapter |’ expression de genes en réponse a un signa transitoire. C' est
pourquoi depuis une vingtaine d’années de recherche, les mécanismes épigénétiques sont
apparus comme jouant un réle fondamenta dans la différenciation et la plasticité neuronale, et
plus largement dans la physiologie du SNC. Il est donc essentiel de mieux comprendre les
mécani smes mol éculaires épigénétiques impliqués dans cette neuroplasticité, que ce soit dans
un contexte physiologique ou bien pathol ogique.

Dans le chapitre suivant, a travers la présentation succincte des mécanismes
€pi génétiques connus, je vous exposerai quel ques exemples de I’ importance de ces mécanismes
dans le développement et la physiologie neuronade, mais également dans la régulation des
fonctions cognitives. Auss, je présenterai quelques exemples déja décrits de perturbation de
ces mécanismes épigénétiques qui sont |a cause de maladies neurologiques.
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1. EPIGENETIQUE ET PLASTICITE NEURONALE

Les troubles neurologiques peuvent toucher toute la population. Plusieurs études
épidémiologiques convergent dans le sens ou la prévalence de ces troubles neurologiques est
en constante progression atravers e monde. Du c6té des maladies neuropsychiatriques, il aété
estimé en 2017 que presgue 11 % de la population mondiale vivait avec ce type de maladie
(dépression, troubles bipolaires, etc...) (Ritchie, 2018). La méme année, une autre étude, en
Europe, S est intéressée aux troubles neurologiques de type démence (maladie d’ Alzheimer,
etc...), alamaadie de Parkinson, ala sclérose en plagues, au cancer du cerveau, al’ épilepsie,
aux maladies des neurones moteurs, aux maladies neuroinfectieuses et aux accidents
vasculaires cérébraux. Cette éude révéle que plus de 35 % de la population européenne (soit
200 millions d’'individus) est touchée par au moins une de ces maladies (Deuschl et al., 2020).

En outre, avec I’allongement de I’ espérance de vie et une population vieillissante, les
maladies neurodégénératives sont amenées a toucher de plus en plus de personnes et
représentent dé§ja, a I’heure actuelle, un colt important dans la prise en charge médicale.
Comprendre les causes des maladies neurologiques mais auss des autres troubles
neuropsychiatriques comme la dépression, I’ anxiété, la schizophrénie, I’ épilepsie ou d’ autres
devient donc un enjeu majeur pour larecherche future.

Beaucoup de pathologies complexes, incluant un certain nombre de maladies
neurologiques, ont pour origine une composante génétique. Cependant, il est maintenant admis
gue des facteurs environnementaux peuvent modifier de fagon transitoire ou chronique le code
épigénétique, conduisant au développement de pathol ogies plus ou moins séveres. L’ étude et
le suivi approfondi de jumeaux monozygotes partageant |e méme patrimoine génétique, révele
que leurs profils épigénétiques se différencient de plus en plus avec |'ége. Ces différences
expliquent en partie les discordances phénotypiques et les différences de susceptibilité au
développement de maladies, observées chez les jumeaux monozygotes (Fraga et al., 2005).
L'intérét grandit pour I'étude des perturbations de I'épigénétique comme cause du
développement de certaines maladies. L’ impact de I’ environnement sur I’ épigénétique est un
domaine d’ étude globalement focalisé sur le développement de cancers ou de maladies auto-
immunes, dans des modeles de cellules mitotiques. En comparaison, le role de I’ épigénétique
dans les maladies neurologiques et les mécanismes sous-jacents sont un domaine d éude
émergeant ces 20 dernieres années.
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Pour commencer, j’introduirai le concept et les mécanismes de I’ épigénétique. Ensuite,
je vous présenterai le rble de I’ épigénétique dans la plasticité neuronale qui est au coaur des
capacités d'adaptation du cerveau. Je mettrai en évidence I'importance d étudier les
perturbations de ces mécanismes épigénétiques dans |es mal adies neurologiques afin de mieux
comprendre |es processus physiopathologiques mis en jeu. Enfin, je vousferai découvrir lerdle
d’ un nouveau mécanisme épigénétique, les cassures double-brin de I’ADN neuronal, encore
peu étudié, dans la physiologie neuronale et, pourquoi il est pertinent maintenant d’ étudier les
perturbations de ce mécanisme dans la pathogenése des maladies neurol ogiques.

1. GENERALITES

1.1. Le concept d’ épigénétique

« S les caracteres de I'individu sont déterminés par les genes, pourquoi toutes les
cellules d’un organisme ne sont-elles pas identiques ?» (Morgan, 1917)

Cette interrogation de Thomas Morgan, qui se rapporte aux organismes pluricellulaires,
impose le constat de différences possibles dans |’ expression d’ un méme génome car lescellules
d’ un méme organisme sont génétiquement identiques. Ne sommes-nous pas préformeés, comme
le concoit la théorie du préformationnisme, qui postule que I’ étre vivant préexiste dans le
germe ? Comment, a partir d une cellule cauf, se développe un organisme entier compose de
différents types cellulaires aux profils d’ expression génétique d apparence différents et aux
fonctions différentes? Comment expliquer que des jumeaux monozygotes ne soient pas
parfaitement identiques ?

La paternité de I’ épigénétique, dans son sens moderne, est attribuée au biologiste et
embryologiste Conrad Hal Waddington. Selon Iui I’ épigénétique dérive de la combinaison de
deux termes, « génétique » et « épigenése » ; |’ épigenése désignant le processus par lequel une
forme ssimple (graine ou embryon) se développe en sa forme finade (Waddington, 2012).
Historiquement, le mot « épigénétique » a été utilise pour décrire des évenements qui ne
pouvaient pas étre expliqués par les principes de génétique. Ains I’ épigénétique se définit au
départ comme un moyen pour une celluled’ acquérir un profil d’ expression de génes spécifique,
lui permettant de se différencier pour remplir une fonction spécialisée (Goldberg et al., 2007).
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Une grande partie des recherches en épigénétique se concentre sur la transcription, qui
congtitue le premier niveau de régulation de I'expression des génes. En effet, méme s
I'expression des genes peut étre régulée de plusieurs maniéres (transcription, épissage, export
nucléaire des ARN, traduction...), latranscription semble étre le principal niveau de contréle.
L'état « épigénétique » d'une cellule semble dépendre principalement de deux variables : les
régulateurs transcriptionnels présents (les facteurs de transcription...) et |'état de compaction
del’ADN, qui vadéterminer la capacité des régul ateurs transcriptionnels amoduler I'expression
des genes. En résumé, la question posee en épigénétique consiste a comprendre comment, a
partir dun méme génome, peuvent se mettre en place des états transcriptionnels distincts
(exprimé versus non exprime).

Aujourd’ hui, I’ épigénétique est un domaine actif de recherche ala croisée entre notions
de génotype et phénotype. Ce domaine pourrait donc se définir comme I’ étude de I’ ensemble
des mécanismes modifiant de maniére réversible, potentiellement héréditaire, |’ expression des
genes sans dtération de la séquence d’ADN, en réponse a |’ environnement et aux stimuli
extérieurs (Gibney & Nolan, 2010).

1.2. Sructure dela chromatine

1.2.1.Le nucléosome

Le génome humain est composé de 3,2 milliards de paires de nucléotides qui permettent
de coder environ 20 000 genes. Cela représente donc a peu pres 2 metres d ADN que chague
cellule doit compacter au sein de son noyau. Le challenge pour la cellule est donc double,
compacter pour réduire au maximum le volume que I’ADN prend, mais auss ne pas trop
compacter pour permettre la fixation des facteurs sur les genes. L’ ADN s organise alors avec
des protéines de « structure » pour former la chromatine.

Lachromatine est une structure organi sée en sous-unités mol écul aires répétées, associant
I’ADN a un groupement protéique, appelé nucléosomes (Olins & Olins, 1974; Oudet, 1975).
Le groupement protéique s intercale de fagon réguliére sur I’ADN pour servir de support a
I”enroulement de 147 paires de bases par nucléosome. La structure prend alors la forme d’un
compose d’ un octamere de quatre protéines appel ées histones de « coaur » (H2A, H2B, H3 et
H4) (Arents & Moudrianakis, 1993).
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Figure5: Schéma del’ assemblage des nucléosomes.

Les histones H2A et H2B forment deux dimeres. Les histones H3 et H4 forment également
deux diméres qui vont s assembler pour donner un tétramere H3-H4. Les deux diméres H2A-
H2B vont s associer au tétramere H3-H4 pour former |’ octameére d’ histones. Cet octamere sert
de support pour |’enroulement de I’ADN et I'histone H1 vient consolider I’enroulement.
L’unité ains formeée s appelle le nucléosome. Les extrémités amino-terminales, qui peuvent
recevoir des modifications post-traductionnelles, émergent de chaque histone.
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Ces histones conventionnelles peuvent étre ponctuellement remplacées par des variants, surtout
les protéines H2A et H3, qui ont des rdles de signalisation différents (Kamakaka & Biggins,
2005). Chaque octamére est [ui-méme composé de deux diméres d’ histones H3-H4 assemblés
en tétrameére au centre qui vont s associer a deux dimeres d histones H2A-H2B autour du
tétrameére (Figure 5). De plus, les extrémités amino-terminal es des histones projettent en dehors
du nucléosome. Ces régions sont les cibles des enzymes qui modifient les histones et des
protéines qui reconnaissent ces modifications.

1.2.2. Euchromatine et hétérochromatine

Cet enchainement de nucléosomes en collier de perles est laforme la plus reléchée de la
chromatine, il constitue unefibre de 10 nm appel éel’ euchromatine. Cette structure est stabilisée
par une cinquieme histone, I" histone H1, qui vient former un pont avec I’ ADN sur |es histones
(Figure 5-6). Suite a cette stabilisation, cette fibre peut encore s enrouler sur elle-méme pour
former une fibre de 30 nm de diamétre appel ée I” hétérochromatine (Figure 6) (Babu & Verma,
1987; Maeshima et al., 2014). Ces différentes formes de la chromatine présentent donc
différents niveaux de compaction del’ ADN et offrent donc différents niveaux d' accés des génes
aux facteurs de transcription. Lorsque I’ euchromatine est moins condensée, elle est considérée
comme chromatine ouverte, donnant accés aux genes pour leur transcription ; tandis que
I” hétérochromatine est plus condensée, dite chromatine fermée et elle ne permet pas aux genes
d’ étre transcrits. Le degré de compaction de la chromatine joue donc un réle fondamental pour
larégulation de la transcription.

Encore actuellement, tous les mécanismes épigénétiques ne sont pas bien établis.
Cependant, les recherches se focalisent sur trois d’entre eux qui ont un impact majoritaire: la
méthylation de I’ ADN, les modifications d’ histones et I'interférence des ARN non codants
(Levenson & Sweatt, 2005). Apres, avoir développer les concepts de plasticité neuronale, je
vous présenteral les mécanismes épigénétiques qui régulent la compaction de la chromatine et
I’ expression des genes, puis, en quoi ces mémes mécanismes jouent un réle important dans la

physiologie neuronale.
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Figure 6 : Modéle de compaction de la chromatine.

Les deux premiers niveaux de compaction de la chromatine, |'euchromatine et
I” hétérochromatine, définissent le niveau d accessibilité de I’ADN pour les facteurs de
transcription et donc le statut de transcriptabilité d’ un géne.
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2.LES ACTEURS EPIGENETIQUES DANS LA PLASTICITE
NEURONALE

2.1. Lesmodifications post-traductionnelles des histones

2.1.1. Les mécanismes du « code » des histones

Lacible principale des modifications d’ histones est |a gueue amino-terminale qui émerge
de chaque histone al’ extérieur du nucléosome. Ces modifications post-traductionnelles (MPT)
peuvent étre des phosphorylations, des acétylations, des méthylations et éventuellement des
sumoylations et des ubiquitinylations, qui ne seront pas traitées dans la suite de |’ introduction
(Allfrey et al., 1964; Bannister & Kouzarides, 2011). Les différentes MPT des histones ne sont
pas présentes au hasard sur les protéines. Lamise en évidence de redondances dans leslieux de
ces modifications suggére I’ existence d’ un « code » ou d’ un « langage » des histones (Strahl &
Allis, 2000). En effet des modifications comme la méthylation de lalysine 9 de I’ histone H3,
ou |’ acétylation de lalysine 5 de I” histone H4 sont des modifications fréquemment retrouvees
dans les régions régulatrices de genes.

De fait, il existe des protéines capables d écrire, de lire et d' effacer ces modifications
d histones. Ces différentes actions ont permis la classification des différentes familles de
proténes intervenant dans le langage des histones (Tollervey & Lunyak, 2012) :

- Les writers telles que les histones methyltransferase (HMT), les histones
acetyltransferase (HAT) et les kinases, qui écrivent les MPT.

- Les readers possedent des domaines spécifiques qui reconnaissent les MPT et qui
permettent le recrutement d’ autres facteurs comme le complexe de réplication ou des facteurs
de transcription.

- Les erasers telles que les histones demethylase (HDMT), les histones deacetylase
(HDAC) et les phosphatases qui retirent certaines MPT.

Les MPT jouent un r6éle majeur dans la modulation de I’ expression génique. En effet,
certaines modifications sont impliquées dans I’ ouverture ou la compaction de la chromatine
entrainant ainsi respectivement une augmentation ou une inhibition de I’ expression d’ un gene.
La présence ou non d’une MPT vaimpacter, via deux processus différents, la compaction de la
chromatine. D’abord, les MPT peuvent exercer une action mécanique qui va permettre
I’ ouverture de la chromatine par opposition des charges é ectriques des modifications.
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Figure 7: Schéma de la régulation de la compaction de la chromatine par les
modificationspost-traductionnellesd’ histoneset son implication dansla physiopathologie
neuronale.

L’ acétylation (Ac) par les HAT, la phosphorylation (P) par les proténes kinases (PK) et la
méthylation (Me) de certains résidus par les HMT des histones, permettent I’ ouverture de la
chromatine et son accessihbilité permettant la transcription de génes. Au contraire, la
déacétylation par lesHDAC, ladéphosphorylation par des phosphatases (PP) ou laméthylation
de certainsrésidus par lesHMT des histones, favorisent lafermeture de lachromatine et bloque
|’ accés a certains genes empéchant leur transcription. LesHDMT retirent les méthylations des
histones. En conditions physiologiques ou pathologiques, les MPT d’ histones jouent un role
trésimportant dans I’ expression de genes de la plasticité neuronale. Adapté de Gréaff, 2008.
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Egalement, les MPT vont moduler I’ expression des génes via un processus structural, en
recrutant des protéines readers qui servent d’ échafaudage pour des facteurs de transcription
(Figure 7).

L’ acétylation des histones est associée a une activation de la transcription par
modification locale des charges électriques, ce qui diminue |’ affinité de laqueue d’ histone avec
I”’ADN et ains reléche la chromatine. D’ un autre coté, la méthylation des histones a un impact
double sur I’ activité transcriptionnelle et est associée a une activation et a une répression de la
transcription, en fonction de |’ histone et de |’ acide aminé modifiés. Enfin, de laméme maniére
que I'acétylation, la phosphorylation des histones est associée a une activation de la
transcription. La MPT induit également une modification locale de charge provoquant une
répulsion de I'ADN avec la phospho-histone, décondensant la chromatine et augmentant
I" accessibilité ala machinerie de transcription (Figure 7) (Graff & Mansuy, 2008).

2.1.2.Les modifications d'histone dans la physiopathologie

neuronae

Les MPT d histones sont les modifications les plus étudiées dans les mécanismes
épigenétiques impliqués dans la physiologie neuronale. 1l est maintenant possible d’ obtenir des
cartes de MPT d’ histones dont les profils modulent I’ expression de genes, afin de maintenir la
fonction spécifique d’ un neurone, qu'il soit dopaminergique, GABAergique, etc... (Sodersten
et al., 2018). L’ acétylation des histones, médiée par |’ activation des INMDAR, participe ala
formation de la mémoire dans I’ hippocampe, a minima chez le rongeur. En effet, I’ activation
des iINMDAR induit la phosphorylation de I'HAT CBP par la kinase ERK pour acétyler
I"histone H3, ouvrir la chromatine et permettre |’expression de genes codant pour des
neurotrophines, importantes pour la plasticité neuronale (comme le BDNF) (Levenson et al.,
2004). Dans le méme sens, la déficience de la déacétylase HDAC2 dans un modele de souris a
permis de faciliter |’ apprentissage et la mémorisation (Guan et al., 2009). Les données
suggérent alors que I’ ouverture de la chromatine par acétylation des histones est cruciale pour
laplasticité synaptique. La phosphorylation d’ histonesjoue auss un réleimportant danslamise
en place de la mémoire a long terme. En effet, dans un modele de souris déficientes pour la
protéine kinase MSK1 (mitogen- and stress-activated protein kinase-1), la mémoire a long
terme est atérée (Chwang et al., 2007). De plus, la kinase MSK1 est activée suite a une

stimulation pour phosphoryler des histones (dont H3), dans des neurones hippocampiques, ce
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qui vapermettre I’ ouverture dela chromatine et |e recrutement de facteurs de transcription pour
I’ expression de genes importants pour la plasticité neuronae. Enfin, il a également éé montré
guelefacteur detranscription TLX pouvait interagir avec desHDAC lui permettant de réprimer
I’ expression de genes suppresseurs de tumeurs dans les cellules souches neurales. Cette action
permet de lever le frein sur la prolifération des cellules souches neurales qui se différencient en
neurones matures (Sun et al., 2007)

A lavue de I’implication de ces MPT d’ histones dans la plasticité neuronale, il apparait
logique que leur perturbation peut étre al’ origine de troubles des fonctions neuronales ou de la
neurogenése. En effet, lors de la différenciation des cellules souches embryonnaires en cellules
souches neurales, une marque de méthylation est retirée sur |I'histone H3 pour permettre
I”expression du géne NES qui code pour une protéine des neurofilaments : la nestine (Burgold
et al., 2008). Avec I’ &ge, I’ hyperméthylation de I histone H3 sur des régions promotrices, est
associée a une répresson de la transcription de certains genes, favorisant la
neurodégénérescence (Figure 7) (Akbarian et al., 2013). Aing, lorsque I'équilibre entre
acétylation et déacétylation est perturbée, certaines maladies peuvent apparéitre. Par exemple,
la maladie d’ Alzheimer est caractérisée par une perturbation des processus d’ acétylation de
certaines histones. En effet, il a été observé dans un modele murin de la maladie d’ Alzheimer
(et méme chez les souris &gées) un défaut d’ acétylation de I’ histone H4 sur lalysine 12 dans
certaines régions du cerveau impliquées dans la mise en place de la mémoire (Wood, 2018).
Cette diminution d’ acétylation découle d' une augmentation de I’ expression de la déacétylase
HDAC2 dans ces modéles. En paralléle, il est également retrouvé I’ hyperacétylation de
I” histone H3 dans les neurones du cortex frontal de patients atteints de lamaladie d’ Alzheimer
(Schueller et al., 2020). Par conséquent, la perturbation précise de certaines MPT d’ histones,
dans certaines régions du cerveau, engendrer le développement de la maadie d’ Alzheimer
(Wood, 2018).

2.2. Méthylation et déméthylation de I’ ADN
2.2.1. Présentation des mécanismes
La modification épigénétique la plus étudiée et caractérisée est la méthylation de
cytosines. La méthylation de I’ADN survient presque exclusivement dans le contexte de

dinucléotides CpG (Cytosine-Guanosine). L es dinucl éotiques CpG forment des clusters appel és

«Tlots CpG » définis par desrégions de quelques centainesde basesriches enGet en C
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Figure8: Schémadelarégulation delacompaction delachromatine par lesméthylations
del’ ADN et son implication dansla physiopathologie neuronale.

Les DNMT méthylent des cytosines aux niveaux de séquences riches en G et en C appel ées
flots CpG. Cette modification est reconnue par la protéine MeCP2 qui va recruter des HDAC
et des HDMT pour retirer les acétylations et les méthylations des histones. L’ ensemble de ces
modifications conduit alafermeture de la chromatine. La déméthylation de I’ ADN se fait par
des mécanismes actifs ou passifs et la perte de MeCP2 va permettre aux HAT et aux HMT
d acétyler et de méthyler des histones pour permettre |'ouverture de la chromatine. La
stimulation des neurones suffit a provoquer la déméthylation de I’ADN et |’ ouverture de la
chromatine pour permettre |’ expression de genes. Le syndrome de Rett se caractérise par une
forme mutée de MeCP2 qui ne peut maintenir la chromatine fermée, conduisant a une
expression non régul ée de certains géenes.
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(Bird, 1986). Les protéines qui catalysent la méthylation de ces cytosines sont les DNA
methyltransferase (DNMT) et chez lesmammiféreslestroisprincipalesDNMT sont : DNMT1,
DNMT3A et DNMT3B. Lapremiére aun réle dans lareproduction des profils de méthylation
existant sur le brin néosynthétisé lors de la réplication de I’ ADN. Les deux autres sont plutét
spécialisées dans |laméthylation de novo du génome en réponse aux stimuli (Quinaet al., 2006).
Les mécanismes de déméthylation sont encore peu connus mais la déméthylation est
caractérisée comme étant un phénomene passif ou actif. En effet, I’inhibition de la DNMT1
durant la réplication de I’ADN dans des cellules mitotiques permet la génération de brins
hypométhylés, ladéméthylation sefait aors de fagon passive. Ladéméthylation active se ferait
en suivant une série de réactions chimiques de déamination et/ou d’ oxydation, faisant intervenir
plusieurs facteurs (Moore et al., 2013).

Les marques de méthylation sur I’ ADN sont reconnues par plusieurs familles de protéines
dont, la plus connue, est celle regroupant les protéines qui disposent d’ un domaine de liaison
au méthyl-CpG (MBD) (Buck-Koehntop & Defossez, 2013). Dans cette famille, on retrouve la
protéine MeCP2 (Methyl-CpG binding protein 2). Un des roles de la protéine MeCP2 est de
maintenir le niveau de méthylation de I’ ADN gréce a son interaction avec laprotéine DNMT1.
De plus, MeCP2 est capable de recruter des histones deacetylase (HDAC) et des histones
methyltransferase (HMT) permettant la diminution de I’ acétylation et I'augmentation de la
méthylation des histones (Figure 8) (Nan et al., 1998).

Finalement, la conséguence de la méthylation de I'’ADN est la compaction de la
chromatine bloquant I’ accés aux facteurs de transcription et réprimant I’ expression de géenes
(Moore et al., 2013). Le recrutement de la machinerie permettant la modification des histones
va auss dans le sens d’'une augmentation de la compaction de la chromatine pour inhiber

I’ expression de genes.

2.2.2.Les modifications de I’ADN dans la physiopathologie

neuronae

Les changements de la méthylation de I’ ADN ont été impliqués dans les modifications
de I’ expression des géenes durant la mise en place de la mémoire et plus particuliérement de la
plasticité synaptique (Poon et al., 2020). En effet, il a é&é montré que la mise en place de la
mémoire dans|’ hippocampe chez la sourisimplique ladéméthylation del’ ADN pour permettre
I’expression de génes favorisant la plasticité neuronale, comme la reeline. 11 est également
observé, au contraire, laméthylation de génes défavorables alaformation de la mémoire,
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comme celui codant pour la protéine phosphatase-1 (PP1) (Miller & Swestt, 2007). De plus, la
formation de la mémoire chez la souris conduit a une déméthylation du promoteur du géene
codant pour le BDNF via |’ activation des NMDAR (Lubin et al., 2008). Ces mémes travaux
suggerent également que ces modifications sont trés dynamiques puisque la modification
d’ expression des genes est observée quelques heures apres stimulation et retourne a un niveau
basal 24h aprés. Une des pathologies les plus connues, qui découle d une perturbation de ce
mécanisme, est le syndrome de Rett. Cette maladie touche 1 personne sur 15 000 et résulte
d’ une mutation du géne MeCP2 qui se situe sur le chromosome X. Avec qu’ une seule copie,
cette mutation n'est pas viable pour le fodus au caryotype XY expliquant pourquoi cette
maladie ne touche que les femmes (Liyanage & Rastegar, 2014). De fagon exceptionnelle, la
mutation peut survenir chez un gargon qui possede un seul gene MeCP2. Le tableau clinique
est aors différent avec une encéphal opathie néonatale sévére responsable d’ un déceés précoce.
Mémesi laprotéine est exprimée danstout I’ organisme, elle est retrouvée a ses niveaux les plus
élevés, dans e cerveau. Les conséguences de cette maladie sont des troubles du dével oppement
cérébral dans les premiers mois, engendrant des retards mentaux et des troubles de
I" apprentissage. La proténe mutée ne peut pas remplir son role de reader des méthylations de
I’ ADN et ne peut plusrecruter lesfacteursqui lui permettent de maintenir lachromatine fermeée.
La chromatine a donc tendance a s ouvrir et la transcription anarchique de certains génes sont
al’ origine des troubles du développement du cerveau (Figure 8) (Chin & Goh, 2019).

2.3. L’interférence del’ expression génique par les ARNNc

2.3.1.Les différents mécanismes d'interférence de I’ expression

génique

Un des plus récents mécanismes épigénétiques identifiés est larépression del’ expression
génique associée aux ARNNc (Frias-Lasserre & Villagra, 2017). Les ARNNc sont des molécules
d’ARN fonctionnelles qui sont transcrites a partir de genes, mais non traduites en protéines.
Les principales molécules d ARNnc sont : les micro ARN (miRNA) et les petits ARN
interférents (SRNA) d'une taille de moins de 30 nucléotides, et les long non-coding RNA
(IncRNA) de plus de 200 nucléotides. Le premier niveau de régulation est I interférence avec
les transcrits.

Les SSRNA et les miRNA, sous leur forme ssimple brin, sont capables de s hybrider, par

complémentarité de bases, partiellement ou totalement a des ARN messagers (ARNm).
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Figure 9: Schéma de la régulation épigenétique par les ARNNc et leur implication dans
la plasticité neuronale.

Les IncRNA et les SRNA ou miRNA peuvent s hybrider avec des ARNm pour réguler leur
traduction. LesIncRNA peuvent auss interagir avec lachromatine et recruter d' autres facteurs
comme des enzymes de MPT d’ histones ou des protéines de I’ architecture de la chromatine,
afin d’ en modifier leur niveau de compaction. Ap = B-amyloide, BACEL = B-sécrétase 1, MA
= maladie d’ Alzheimer, MP = maladie de Parkinson, RISC = RNA-induced silencing complex,
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Un complexe protéque appelé RISC (RNA-induced silencing complex) qui accompagne les
ARN interférents va dors cliver I’ARNm qui sera ensuite dégradé, si |" hybridation est totale.
Dans le cas ou I"hybridation est partielle, la traduction est d' abord bloguée un temps puis
I”’ARNm finit par étre dégradé. Cette régulation post-transcriptionnelle a, au final, le réle de
bloquer I’ expression de protéines. Au contraire, I” hybridation de ces transcrits peut aussi avoir
un réle inverse en augmentant la transcription du gene correspondant par des mécanismes
encore peu connus (Figure 9) (Wel et al., 2017; Vasudevan, 2012).

Les ARNNC peuvent auss agir sur la chromatine. Actuellement, tous les mécanismes ne
sont pas trés bien caractérisés mais il est connu que les ARNNC participent aux processus de
MPT des histones et de méthylation de I’ ADN (Wei et al., 2017). D’ une part, en interférant
avec les ARNm qui codent des protéines impliquées dans les processus de modification de la
chromatine. D’ autre part, en servant de « guide » pour amener des facteurs a proximité de la
chromatine. C'est le cas des INcRNA dont le plus connu Xist (X-inactive specific transcript)
permet, en recrutant des facteurs cellulaires, I inactivation d’ un des deux chromosomes X chez
la femme (Lee, 2011). Les IncRNA sont aussi capables de participer a I’ architecture de la
chromatine en liant des protéines qui peuvent selier al’ ADN et I’ ARN, permettant de réguler

ses niveaux de compaction (Figure 9) (Morlando & Fatica, 2018).

2.3.2.Les contributions des ARNnc a la physiopathologie

neuronae

Des INcRNA permettent de favoriser la transcription de la protéine de conversion du
glutamate en GABA, permettant de maintenir lafonction des neurones GABAergiques (Wel et
al., 2018). Il existe auss des IncRNA complémentaires de I’ ARNm du BDNF qui peuvent étre
transcrits pour permettre un contrdle de la traduction de ces ARNm et donc de la quantité de
BDNF exprimé. Des maladies neurologiques peuvent apparéitre lorsque I'expression de
IncRNA est modifiée (Wel et al., 2018). C'est le casdelamaladie d’ Alzheimer et delamaladie
de Parkinson. Dans les deux cas, des IncRNA complémentaires d ARNm de Sox2 sont
surexprimés, réduisant la quantité de Sox2, une protéine participant a la neurogenese (Wei,
2018). De plus, dans la maladie d’ Alzheimer, la surexpression d’ un IncRNA complémentaire
de I’ARNmM de la B-sécrétase 1 (BACEL), al’origine de la formation du peptide B-amyloide
(AP), stabilise I’ARNmM de BACEL. Cette stabilisation augmente la traduction de BACEL qui
va générer plus d A et donc la formation d’ agrégats toxiques pour les neurones (Figure 9)
(Faghihi et al., 2008).
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Dans les cellules qui se divisent, les cellules filles semblent hériter d’ une partie de ces
modifications épigénétiques acquises par la cellule mére durant sa vie (Zaidi, 2010). Cela
permet aux cellules filles d avoir en leur possession les marques épigénétiques qui vont leur
permettre d’ étre déja « optimisées ». Néanmoins, dans le cas des neurones, des cellules post-
mitotiques soumises a de nombreux stimuli, nous avons vu que la régulation épigénétique tient
un role encore plus important, car facilitant I’adaptabilité des cellules. Egalement, des
perturbations de ces mécani smes épigénétiques peuvent étre la cause de troubles neurol ogiques.

Il apparait donc essentiel de continuer a identifier les perturbations de ces mécanismes.
Depuis peu, un nouveau mécanisme épigénétique essentiel pour les fonctions neuronaes a
émergé : les cassures double-brin dans I’ ADN des neurones.

3.LES CASSURES DOUBLE-BRIN: NOUVEAUX ACTEURS
EPIGENETIQUES

3.1. Lescassuresdouble-brin

Il est connu que I’ADN, unité de base de I hérédité, est une molécule intrinsequement
réactive et tres susceptible ades modifications chimiques par des agents endogénes et exogenes.
Ains ces agents peuvent étre la cause de dommages al’ ADN en induisant des cassures. Ces
cassures consistent alarupture de brin delamolécule d ADN et peut S accompagner delaperte
de nucléotides. Les cassures sont prises en charge par des mécanismes complexes de réparation,
appeléslaréponse aux dommagesal’ ADN (DDR). Ces cassures peuvent n’ affecter qu’ un seul
brin et sont globalement bien réparées par les mécanismes de réparation propres aux cassures
simple-brin. Ces mécanismes utilisent alors e brin complémentaire intact comme support pour
laréparation par complémentarité de bases. Par contre, les cassures qui touchent les deux brins
(CDB) sont des dommages a I’ ADN plus sevéres et ont des conséguences plus importantes.
Elles ont leurs propres mécanismes de réparation plus ou moins efficaces qui peuvent générer
des mutations (Chatterjee & Walker, 2017). Nous ne nous intéresserons qu’ aux CDB pour la

suite de cette partie.
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Figure 10 : Schéma simplifié de I'initiation de cassures double-brin dans I’ADN et des
mécanismes de réparation par recombinaison homologue ou par la jonction des
extr émités non homologues.

(A) Agents endogenes ou exogénes pouvant causer des CDB dans |’ ADN. (B) Représentation
smplifiée des principal es étapes et acteurs des deux voies majoritaires de réparation des CDB
en cellules mitotiques (HR) ou mises en quiescence (NHEJ). Adapté de Mazumder, 2014
(Mazumder et al., 2014) et Panier, 2013.



3.1.1.Delageénération alaréparation

Origines des cassuresdouble-brin del’ADN

Les origines des dommages al’ ADN ne sont pas exclusives des cassures simple-brin ou
des CDB. Les agents exogenes qui peuvent induire des cassures sont les radiations ionisantes,
les rayonnements ultraviolets, des agents chimiques modifiant les bases, les toxines ou le stress
environnemental comme |’ extréme chaud ou froid. Egalement, les déchets du métabolisme
cellulaire comme les espéces réactives de I’ oxygeéne (ROS) peuvent modifier des bases, ce qui
nécessitera une réparation passant par une étape de cassure (Figure 10A) (Mehta & Haber,
2014).

Il existe cependant des cassures qui ne sont pas accidentelles mais provoquées et
extrémement bien régulées et contrélées par des agents endogenes. Ces processus sont contrélés
par des endonucléases spécifiques qui jouent un rdle dans la recombinaison V(D)J des
immunoglobulines ou les crossing-over durant la mitose et la méiose. D’ autres endonucl éases
permettent la décondensation de la chromatine lors de la réplication (Figure 10A). Ces
mécani smes complexes et tres régul és sont médiés par des topoi somérases. L es topoi somérases
sont une famille de protéines capables d’induire des cassures simple ou double-brin, de fagon
transitoire, afin de faire traverser des segments d ADN a travers d’ autres pour permettre de
relécher la molécule. Elles disposent également d’une activité ligase pour leur permettre de
recoller les cassures qu’ elles ont créées (Bush et al., 2015).

Les CDB sont la forme la plus sévere de dommages al’ ADN et peuvent étre source de
recombinai sons entre chromosomes dans des cellules en phase de mitose (Pfeiffer et al., 2000).
Il est estimé cependant qu’ une cellule est soumise a au moins 10 et jusqu’a 50 CDB par jour
(Vilenchik & Knudson, 2003). Ainsi, en condition physiologique, des mécanismes de
réparation se mettent en place trés rapidement aprés la détection des CDB. Si une cellule vient
aaccumuler trop de CDB ou que les mécanismes de réparation ne sont pas efficaces, aorsles
cellules peuvent entrer en apoptose ou accumuler des mutations jusqu'a devenir cancéreuses.
Ces processus font intervenir de nombreuses voies et facteurs, auss nous resterons focalisés
sur les principaux acteurs d’intéréts pour notre étude.

Lesvoiesderéparation des cassuresdouble-brin

Il existe deux voies différentes pour réparer des CDB et qui dépendent de la phase du
cycle cellulaire dans laguelle se trouve la cellule (lyama & Wilson, 2013). Pour les cellules qui
sont entrées dans un cycle demitose ou de méiose, la réparation se fait principalement par
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recombinaison homologue (homologous recombination, HR) pour réparer les CDB post-
réplicatives (Figure 10A). Cette voie implique d utiliser la chromatide soaur de la chromatide
endommagée, issue de la duplication des chromosomes, comme matrice pour réparer les
séquences. Cette voie est donc considérée comme tres fidele et peu génératrice d’ erreurs bien
que I’ é&ape initiadle de la voie consiste en une résection de régions de I’ADN au niveau de la
cassure (Wright et al., 2018). Pour les cellules en phase G1 ou quiescentes, la voie obligatoire
est la jonction des extrémités non homologues (non-homologous end joining, NHEJ) qui ne
nécessite pas de chromatide soeur comme matrice puisqu’ elle permet directement lareligation
des extrémités coupées (Figure 10B). Le probleme est que toutesles extrémitésd’ ADN coupées
ne sont pas immédiatement compatibles a une ligation, ¢’ est pourquoi cette voie utilise des
enzymes pour modifier les extrémités jusqu’ a ce qu’ elles soient compatibles alaligation, sans
résection majeure apparente. Mais ces mécanismes ont quand méme la possibilité d’ introduire
des mutations par insertion ou délétion de nucléotides ce qui rend laréparation potentiellement
moins fidele que s elle avait été réalisée par la voie HR. Cette voie dispose cependant de
mécani smes permettant de diminuer au maximum les erreurs pendant laréparation. En effet, il
a été montré que |’ étape de ligation n’ était initiée que lorsque les brins étaient bien alignés et
compatibles (Stinson et al., 2020).

L’ événement le plus précoce identifié au niveau d'une CDB est la rapide (quelques
minutes) et étendue (a des centaines de kilobases autour de la CDB) phosphorylation d'un
variant de I’ histone H2A : H2A. X, pour donner la forme phosphorylée yH2A.X (Rogakou et
al., 1998). Cette phosphorylation d’ histone résulte de la détection d’ une CDB, premiére étape
de lamise en place de laDDR. L’ histone H2A . X est phosphorylée par lakinase ATM (ataxia
telangiectasia mutated) qui est activée suite ala génération d' une cassure (Burmaet al., 2001).
L’ histone YH2A.X est une protéine qui va permettre, via son interaction avec une protéine
plateforme MDC1, le recrutement de facteurs impliqués dans les voies HR et NHEJ (Stucki &
Jackson, 2006). |1 permet, entre autres, le recrutement et la stabilisation sur le Site de la cassure,
du complexe MRN compose des protéines Mrell-Nbsl-Rad50 qui contribuent aux deux voies
en jouant un réle crucial dans la détection et la signadisation de la lIésion. Ce complexe
« multifonctions » conduit a |’ arrét du cycle cellulaire (pour les cellules mitotiques), aiguille
vers une voie specifique de réparation et initie la reconstruction de la molécule d ADN (Paull
et al., 2000). Ce complexe va permettre a son tour de recruter les kinases ATM et DNA-PK
(DNA-dependent protein kinase) qui vont phosphoryler les variants d histones H2A. X proches
delacassure.
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Figure 11 : Exemples detechniques permettant d’ étudier les cassures double-brin.

Les figures ci-dessus sont issues d’ expériences réalisées sur des neurones.

(A) Un neurone endommagé typique en Comet assay. (B) Marquages yH2A.X et 53BP1
colocalisés formant des foyers au niveau des CDB. Barre d échelle = 10 um. (C) Détection de
yH2A . X par Western blot sur des neurones traités ou non avec de I’ étoposide (ETP), un
inducteur de CDB. (A) et (C) de Pao, 2019 ; (B) de Suberbielle, 2013.
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Ceci permet |’ amplification de la signalisation au niveau de la cassure et |’ agrandissement de
la plateforme de recrutement des facteurs de réparation (Stucki & Jackson, 2006). D’ autres
protéines sont ensuite recrutées sur le site de la Iésion comme les protéines BRCA1 (breast
cancer associated 1) ou 53BP1 (p53 binding protein 1) pour permettre cette fois-ci le
recrutement de protéines ligases, endonucléases et de protéines de stabilisation qui vont
participer directement a la réparation de I’ADN (Anderson et al., 2001; Stucki & Jackson,
2006). Les protéines BRCA1 et 53BP1 sont impliquées dans le choix de lavoie de réparation
utilisée pour réparer les CDB et ce choix dépend en partie de la phase dans laguelle se trouve
la cellule 1ésée, mais également de I’initiation ou non d’ une étape de résection de fragments
d’ADN (Daley & Sung, 2014; lyama& Wilson, 2013). Il est communément admis que BRCA1
dirigera la réparation vers la voie HR alors que 53BP1 favorisera plutét la voie NHEJ.
Cependant, ces « dogmes » ont récemment été remis en cause avec la découverte que BRCA1
intervenait également dans |es mécanismes de fidélité de la voie de réparation NHEJ dans des
cellules post-mitotiques (Panier & Boulton, 2014; Saha & Davis, 2016). Cependant, peu
d éudes se sont intéressées au rdle que pouvait avoir BRCA1 dans la réparation des CDB par
lavoie NHEJ dans des cellul es post-mitotiques.

De plus, une autre protéine, PARPL (poly (ADP-ribose) polymerase 1) peut étre recrutée
au niveau de la CDB et entrer en compétition avec des protéines de la voie classique NHEJ
pour diriger la réparation vers une voie dite alternative de NHEJ (Yang et al., 2018). Les
complexes ains recrutés par des cascades de phosphorylations et d’ interactions vont permettre
de résoudre lalésion par religation des brins d ADN (Figure 10B).

M éthodologie et modéles

D’un point de vue méthodologique, un certain nombre de techniques permettent de
visualiser les CDB &fin d' étudier leur nombre et les mécanismes de recrutement des différents
intervenants. Une de ces techniques est le Comet assay, qui permet d’ évaluer |a fragmentation
de I’ADN. Le principe repose sur le fait que des cellules, ayant I’ ADN fragmenté et chargé
négativement, va voir ses fragments migrer dans de I’agarose s on applique un courant
électrique. L’ ADN est ensuite marqué par unintercalant del’ ADN comme le SyBR green. Plus
la cellule aura de fragments petits issus de cassures de I’ADN, plus le profil de migration
représentera une trainée ou une « queue de comeéte ». Lalongueur de latrainée donne donc une
indication sur le degré de fragmentation del’ ADN de lacellule (Figure 11A) (Pao et al., 2019).

Par ailleurs, les protéines yH2A. X et 53BP1 sont capables de former des foyers ou foci
au niveau du site de laCDB. Des techniques d’'immunomarquage permettent leur visualisation,
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leur localisation et leur quantification (Figure 11B) (Rothkamm et al., 2015; Popp et al., 2017).
Le variant d’ histones yH2A.X, forme phosphorylée de I" histone H2A .X, est en soit considérée
comme un marqueur spécifique des CDB. Il peut donc aussi étre étudié et quantifié par Western
blot (WB) (Figure 11C) (Pao et al., 2019). Par contre, laprotéine 53BP1 est exprimée de fagon
constitutive globalement par toutes les cellules, mais ce n’ est que sa relocalisation sous forme
defoyers sur lesite delalésion qui en fait un marqueur des CDB.

Il est tres facile de créer des CDB ou d'induire la DDR, par des traitements
pharmacol ogiques (étoposide ou bléomycine) ou par irradiation. |l est par contre, pour I” heure,
impossible de prévenir ni I’ apparition d’une CDB, ni de bloquer complétement la DDR. Des
stratégies ont donc été mises en place pour contourner ces difficultés. Un modéle intéressant
pour étudier la DDR est le modéle H2A. X knock-out (KO). L’objectif est, en absence de
protéines H2A. X, de blogquer I’ étape initiale de détection et de signalisation d’une CDB par
I"'impossibilité de phosphoryler le variant d' histone. De facon surprenante, la déficience de
I"histone H2A.X chez les souris n'est pas létale, mais celles-ci sont plus sensibles aux
radiations, ont des retards de développement et sont immunitairement déficientes (Celeste et
al., 2002). Ces souris présentent, dans les cellules mitotiques, des défauts dans la stabilisation
desfoyers de réparation aux niveaux des CDB, a cause d’ un défaut de rétention des facteurs de
réparation, comme Nbsl, 53BP1, BRCA1, qui constituent ces foyers (Celeste et al., 2003).
Aing, la phosphorylation des histones H2A.X est un facteur déterminant de signalisation dans
I"initiation de laDDR et la stabilisation des complexes de réparation. Ce modéle apparait donc
intéressant pour éudier lerdle delasignalisation des CDB. Cependant, |a déficience dans tout
I’organisme, des le développement embryonnaire, des histones H2A.X présentent de trop
grandes conséguences sur le développement. Nous discuterons plus tard d’ un gjustement de ce
modéle qui nous a servi durant ma these pour étudier le role de cette signalisation dans les

neurones.

3.1.2.Les cassures double-brin, un mécanisme épigénétique ?

Impact sur les modifications post-traductionnelles des histones

La génération d’ une cassure implique inexorablement une modification de I’ architecture
de la chromatine. En effet, la chromatine doit étre dans un état ouvert mais réprimé pour
permettre son accessibilité aux facteurs de réparation. Puis, la chromatine doit revenir dans sa
conformation initiale apres laréparation, sans autoriser de transcription erronée de genes. Cette
modulation de I'ouverture de la chromatine se fait par I'intermédiaire de protéines de
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Figure 12 : Roleépigénétiquedes cassuresdouble-brin danslamodulation del’ expression
des géenes.

Les CDB recrutent des facteurs modifiant les histones permettant I’ ouverture de la chromatine,
ce qui facilitent le recrutement des facteurs de réparation. Elles activent auss des voies de
signalisation qui, en fonction de la gravité, favorisent I’expression de génes de survie ou
d apoptose. Les protéines ATM, DNA-PK ou PARP1 (poly (ADP-ribose) polymerase)
bloquent la transcription des genes aux niveaux de CDB en stoppant ou en induisant la
dégradation I’ ARN polymérase I (ARN pol I1). La protéine Mrell est recrutée au niveau des
CDB et peut recruter I'’ARN pol Il pour induire la transcription de IncRNA, en aval de la
cassure.
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remodelage de la chromatine mais auss de MPT d’ histones (Rossetto et al., 2010). En effet,
des la détection de la CDB, la phosphorylation du variant d histone H2A.X est en soi une
premiere MPT. A chaque étape de la réparation, les protéines recrutées par les complexes sur
le site de la cassure modifient les histones a proximité. Par exemple, dans les phases initiales
de laréparation, I" histone H4 est méthylée sur salysine 40 ce qui favorise le recrutement de la
protéine 53BP1 (Figure 12) (Pei et al., 2011). Aussi, la déacétylation a certaines positions des
histones H3 et H4 apparaissent rapidement apres I'induction d’une CDB sur des lignées
cellulaires ou des cultures primaires de neurones. En effet, lesHDACLI et 2 ont été impliquées
dans cette déacétylation, faisant lapromotion de laréparation des CDB et plus particulierement
par lavoie NHEJ (Miller et al., 2010; Pao et al., 2019).

Activation de voies de signalisation

Lesprotéines ATM et PARP1 recrutées et activées précocement sur le site dela CDB ont
auss un impact sur des protéines de signalisation nucléaire. En effet, la protéine ATM peut
phosphoryler la protéine, gardienne du génome, p53 et activer de fagon non canonique lavoie
NF-xB (nuclear factor-kappa B). Le complexe NF-kB est un facteur de transcription impliqué
danslaréponse immunitaire et laréponse au stress cellulaire. L’ activation de cette voie permet
latranscription de génes pro-survie de lacellule, mais également de génes codant des protéines
de I’'immunité innée comme des interférons et des cytokines (Roos et al., 2016; Dunphy et al .,
2018). Si les CDB s accumulent, ce sont d autres voies qui s activent via I’ activation de la
proténe PARPL en plus de celle d ATM, comme la voie INK (c-Jun N-terminal kinase), qui

vont plutdt conduire a I’ expression de genes pro-apoptotiques (Figure 12) (Roos et al., 2016).

Répression delatranscription

Lors de la génération de CDB dans I’ ADN, il est important pour la cellule d’ adapter sa
stratégie de transcription, au niveau de la cassure, pour permettre saréparation. En effet, arréter
la transcription a proximité d’'une CDB permet de retirer les facteurs impliqués dans la
transcription pour permettre aux facteurs intervenant dans laréparation, d’ accéder au site dela
|ésion pour former les gros complexes de réparation.

Les protéines ATM, DNA-PK et PARP1, qui interviennent précocement dans les
mécanismes des voies de réparation HR et NHEJ remplissent ce role (Caron et al., 2019a).
D’abord, la protéine ATM qui, ala suite du recrutement de nombreuses protéines et de MPT,
permet de mettre en pausel’ ARN polymérase |l pour arréter latranscription du gene aproximité
de la cassure (Shanbhag et al., 2010). Ensuite, la protéine DNA-PK est capable de recruter une
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ubiquitine ligase en direction del’ ARN polymérase |1, qui est en train de transcrire le gene lésé
par une CDB. La polyubiquitination de I’ARN polymérase Il provoque sa dégradation par le
protéasome, laissant la place pour les protéines de la voie NHEJ (Caron et al., 2019b). Enfin,
la protéine PARPL peut modifier I’ ARN polymérase 11, qui transcrit alors un géne a proximité,
par PARylation (gjout de poly (ADP-ribose)). Cette modification permet |le recrutement d’ un
complexe protéique qui blogue I'éongation de la transcription en cours (Figure 12) (Polo,
2017).

Activation de la transcription

Alorsqu’il est évident quelatranscription est réprimée aproximité des CDB, il est apparu
récemment que la transcription pouvait auss étre initiée au niveau de CDB. En effet, dans
certains cas, qui he sont pas encore bien établis, la protéine Mrell du complexe MRN peut
recruter I'’ARN polymérase |l en aval de la CDB pour transcrire des IncRNA (Caron et al.,
20194). Aprés modifications par les mécanismes de génération des miRNA, ces transcrits
participent au recrutement de facteurs de réparation, tel que 53BP1, sur le site de la cassure.

De plus, des CDB endogenes peuvent aussi participer al’ activation de la transcription de
certains génes. En effet, la topoisomérase 11 (TOP2B) est une topoisomérase capable de
générer des CDB transitoires pour décondenser la chromatine. |l a é&é montré lors d’'une
stimulation de cellules avec del’ oestrogéne, ses récepteurs migrent dans le noyau, accompagnés
de laTOP2p. Lafixation du récepteur au promoteur de genes inductibles par I’ oestrogene, en
présence de la TOP2B induit la génération d'une CDB qui permet le recrutement de la
machinerie de réparation mais auss de lamachinerie de transcription, qui vatranscrire le géne
activé (Figure 12) (Ju et al., 2006).

Aing, lagénération de CDB a pour « effet secondaire » la modification de lachromatine
et la répression de genes avec pour seule finalité la décondensation de la chromatine afin de
favoriser laréparation de lalésion. Récemment, des éléments émergent quant a un réle direct
et contr6lé des CDB sur I’ expression de genes. Si cela s avérait étre confirmé et généralisé a
plusieurs types cellulaires, les CDB pourraient étre considérées comme un mecanisme
€pigénétique a part entiere.

Jusqu’ a présent, les CDB ont toujours été étudi ées dans des lignées cellulaires ou tout du
moins dans des cellules mitotiques. Un nouveau champ de recherche s est ouvert récemment
avec |’ étude des CDB dans des cellules post-mitotiques, les neurones. Pour preuve, il n'est

retrouvé gu’ une centaine de références maximum sur les 5 derniéres années, avec les mots clés
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« dna double strand break » et « neuron ». De facon intéressante, quelques études mettent en

évidence un role majeur des CDB dans | e fonctionnement des neurones.

3.2. Unrole essentia dans le fonctionnement des neurones

3.2.1.Les cassures double-brin neuronales: déléteres mais pas
que!

Les neurones étant des cellules post-mitotiques, les CDB sont d’ autant plus dangereuses
s elles ne sont pas efficacement réparées que les neurones n’ont pas la possibilité de réparer
leur ADN en utilisant la voie HR. La voie mgjoritaire utilisée est la voie NHEJ, une voie
considérée aors comme mutagene (lyama & Wilson, 2013). C'est pourquoi les CDB ont
toujours éé considérées, en neurosciences, comme déléteres pour les neurones et que
I"accumulation de dommages et d’ erreurs de réparation avec le temps serait responsable de la
neurodégénérescence liée a I’ &ge (Madabhushi et al., 2014). Cependant, il est apparu que les
CDB pouvaient jouer un rdle plus crucial dans lesfonctions neuronales.

Dans un premier temps, les CDB ont été impliquées dans |’ expression de geneslorsdela
différenciation des neurones. Durant la différentiation les étapes de différenciation, la TOP2f3
est de plus en plus exprimée dans le neurone (Watanabe et al., 1994). Ains la TOP2p a été
identifiée comme étant recrutée sur des régions promotrices, par une méthylation d’ histones,
caractéristique d'une activation de la transcription de genes. Les cassures générées par la
TOP2B permettent I’ expression de genesimpliqués danslatransition entre progéniteur neuronal
et neurone post-mitotique, accompagnant la sortie du cycle cellulaire (Tiwari et al., 2012). Un

défaut en TOP2p provogue aors une mort prématurée des neurones post-mitotiques.

3.2.2.L"équilibre cassure double-brin/réparation : essentiel pour

les fonctions neuronales

Depuis maintenant moins de 10 ans, on sait que les CDB ont un rdle crucia, cette fois-Ci
pour les neurones matures non mitotiques. La stimulation d’ un neurone induit I’ expression de
genesimportants pour son dével oppement, comme discuté plustét et qui est appeléelaplasticité
neuronale. Mais cette stimulation provoque également la phosphorylation des histones H2A . X,
marqueurs des CDB (Crowe et al., 2006; Suberbielle et al., 2013). La question évidente sous-
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Figure 13: Ler0le des cassures double-brin induites par la stimulation dans la plasticité
neuronale.

(A) Schéma des mécanismes connus mis en jeu dans la génération et la réparation des CDB
induites par la stimulation et de la perturbation de ces mécanismes dans |le cadre de lamaladie

d Alzheimer. (B) Importance de I’ équilibre entre génération de CDB induites par la stimulation
et leur réparation efficace dans les fonctions cognitives et neuronales.



jacente était donc de savoir si les CDB générées par |a stimulation pouvaient étre responsables
de |’ expression de ces génes.

Sur des cultures de neurones in vitro, une stimulation a des doses physiologiques des
neurones avec du NMDA, induit une augmentation transitoire des CDB qui sont réparées dans
les 4 heures, montrant une grande rapidité dans la prise en charge de ces|ésions (Suberbielle et
al., 2013). De plus, la stimulation desiNMDAR induirait un recrutement de la TOP2j, créant
des CDB, sur des régions promotrices de genes impliqués dans la réponse précoce a la
stimulation (Fos, Npas4...) (Madabhushi et al., 2015). Ces génes sont des facteurs de
transcription précoces qui permettent d’induire la transcription de facteurs importants pour la
plasticité neuronale comme le BDNF (Figure 13A). Encore aujourd hui, les mécanismes
intermédiaires entre la stimulation des INMDAR et |’induction d’ une CDB par la TOP2 (ou
une autre endonucl éase non caractérisée) sont inconnus.

Sur des modéles de souris in vivo, des stimulations ciblées ont été réalisées pour étudier
la spécificité de I'induction de ces CDB. Une stimulation visuelle a I’ odl droit induit une
augmentation des CDB exclusivement dans les neurones de I’ aire visuelle gauche, en suivant
le chiasma optique. Le caractére transitoire a auss éé mis en évidence dans des expériences
d’ exploration de nouvel environnement. Les souris qui explorent un nouvel environnement
voient le nombre de neurones présentant des CDB dans| es régions hi ppocampiques, augmenter.
Unefois |’ exploration arrétée, le niveau de CDB revient au niveau basal trés rapidement (24h
aprésarrét del’ exploration) (Suberbielleet al., 2013). Des études plus fines sur les mécanismes
de réparation de ces CDB ont été conduites, suggérant, paradoxalement, le réle majeur d’' une
protéine impliquée principalement dans la voie HR, BRCA1 (Figure 13A) (Suberbielle et al.,
2015). L’inhibition de I’ expression de la protéine BRCA1 dans les neurones du cerveau de la
souris par technique de shRNA provoque alors une accumulation pathologique des CDB
induites par une stimulation physiologique, qui se traduisent par destroubles de |’ apprentissage
et delamémoire.

Pris dans leur ensemble, ces résultats ont mis en lumiére que I’augmentation
physiologique de I'activité cérébrale augmente transitoirement les CDB dans I’ADN des
neurones, sans mort neuronale associée. En condition non pathologique, les CDB sont
rapidement réparées et leur niveau revient al’ éat basal. L’ équilibre entre génération de CDB,
permettant une expression de génes importants pour la plasticité neuronale et de mécanismes
de réparation rapides et efficaces jouent un réle majeur dans la physiologie neuronae.
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Cet équilibre est déterminant pour garantir la plasticité neuronale nécessaire aux processus
d  apprentissage et de mémorisation et plus généralement au bon fonctionnement du cerveau
(Figure 13B). Cependant de nombreuses inconnues existent encore et méritent d’ étre étudiées
en détail. Pour I’instant, aucun intermédiaire ou facteur n’a été identifié entre la stimulation du
NMDAR et la génération de la CDB. Par exemple, le r6le de la TOP2B dans ce processus est
encore débattu et d' autres études suggereraient plutdt un réle de Spoll, une endonucléase
impliquée dans les mécanismes de laméiose (Suberbielle et al., 2013). En effet, les niveaux de
Spoll se retrouvent augmentés dans des régions de I’ hippocampe suite a I’ exploration d’un

nouvel environnement par les souris.

3.2.3.Les cassures double-brin neuronales en conditions
pathologiques

L’ émergence des CDB comme mécanisme épigénétique étant tres récente, peu de
recherches se sont intéressées a la perturbation de ce mécanisme dans la pathogenése de
mal adies neurologiques. Cependant quel ques données ont déja mis en évidence la perturbation
de ce mécanisme danslamaladie d’ Alzheimer (Suberbielle et al., 2013; Shanbhag et al., 2019;
Thadathil et al., 2021).

Les CDB ont été étudiées dans des neurones issus de tissus cérébraux appartenant a des
modél es de souris ou de patients décédés, de lamdadie d’ Alzheimer. Dans les deux cas, il est
retrouvé une augmentation du nombre de neurones ayant des CDB dans I’ hippocampe, par
rapport & un hippocampe « sain ». De plus, dans les modéles de souris, le nombre de CDB
induites par I’ exploration est augmenté et leur réparation est peu efficace méme plus de 24 h
aprés leur apparition (Suberbielle et al., 2013).

Une des causes de la maladie d’ Alzheimer est I agrégation du peptide AB qui engendre
diverses perturbations conduisant a des troubles de la mémoire et des fonctions exécutives,
associés a une neurodégénérescence. En culture de neurones, le traitement par des oligomeéres
d’ A suffit a induire une augmentation des CDB. Parce que les oligomeres d’ AB déclenchent
une activation excessive des eNMDAR, cette accumulation de CDB a été supposée comme
découlant de I’ activation de ces récepteurs (Figure 13A). Ains, en bloquant spécifiquement les
eNMDAR, les CDB induites par les oligoméres d’ A sont stoppées (Suberbielle et al., 2013).
Chez les souris modeéles et | es patients décédés de la maladie d’ Alzheimer, il a été observé une
diminution des niveaux protéiques du facteur de réparation BRCA1, pouvant expliquer cette
accumulation de CDB. Lastimulation des eNMDAR par I’AB aété impliquée dans cette
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diminution car cette activation déclenche la dégradation du facteur BRCA1 par |e protéasome
(Suberbielle et al., 2015).

Finalement, dans le cas de lamaladie d’ Alzheimer, il y a un double impact de I’ AP sur
les niveaux de CDB dans les neurones. D’un cété I’AB peut smuler une stimulation
excitotoxique vialeseNMDAR et augmenter directement les niveaux de CDB. D’ un autre cote,
I’activation de ces récepteurs provogque également la dégradation d'un des facteurs de
réparation majeur de ces CDB induite par la stimulation (Figure 13B).

De plus, il a également éé montré que les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer
présentaient une réduction des niveaux de DNA-PK et de Ku80, deux facteurs de réparation de
lavoie NHEJ (Kanungo, 2016). Ces déficits en facteurs de réparation expliquent également en
partie la perturbation de la réparation des CDB.

Aing, I’accumulation de cassures et le défaut de réparation des CDB, par diminution des
niveaux de facteurs de réparation, dans la maadie d’ Alzheimer, sont une des causes des
troubles observés dans cette maladie.

Depuis une dizaine d’ années, un domaine d’ étude émerge sur le réle des CDB dans les
mal adies neurol ogiques et neurodégénératives. Auss, larecherche des causesde laperturbation
de cet équilibre devient donc un enjeu majeur dans I’ é&ude de |a pathogenéese de ces maladies
(Figure 13B). Tout reste encore a étudier dans la caractérisation des mécanismes qui
interviennent dans ce processus. En effet, les mécanismes et intermédiaires de I’ induction des
CDB et de leur réparation efficace, en conditions physiologiques, sont encore trés peu connus.
Aing, I"éude de la perturbation de ces mécanismes en conditions pathol ogiques contrél ées,
nous permet de les aborder pour mieux les comprendre.

Mon travail de thése Sest donc intéresse a éudier I'impact de deux conditions
pathologiques sur cet équilibre : uneinfection virale et I’ inflammation. Dans un premier temps,
je me suisintéressé a étudier I'impact d un virus neurotrope persistant : le Bornavirus. Dansle
chapitre suivant, je vous présenteral en quoi ce virus est un modéle de choix pour éudier la
perturbation des CDB neuronales. Dans un deuxieme temps, j'a étudié I'impact de la
neuroinflammation chronique et notamment le role des cytokines pro-inflammatoires sur les
CDB ; dafin de déterminer par quel(s) mécanisme(s) ces cytokines pourraient induire les
symptdémes neurologiques observés dans ces conditions via la perturbation de I’ équilibre
CDB/réparation.
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Figure 14 : Impact desvirussur laréponse aux cassures double-brin de I’ ADN.

(A) Activation de la DDR par laréplication et les protéines virales. Le schéma représente les
différentescibles activées par lesproténesvirales. (B) Suppression delaDDR par laréplication
et les protéines virales. Le schéma représente les différentes cibles inhibées par les protéines
virales. AAV : Adeno associated virus; Ad = Adenovirus, CMV = Cytomegalovirus; EBV =
Epstein-Barr virus, HBV= Hepatitis B virus; HCV, Hepatitis C virus, HPV = Human
papillomavirus, HTLV-l = Human T-lymphotropic virus type |; JCPyV = JC polyomavirus;
KSHV = Kapos sarcoma—associated herpesvirus, MHV68 = Murine gammaherpesvirus 68;
SV40 = Smian virus 40. D’ apres Luftig, 2014.



[11. LE BORNAVIRUS: UN MODELE UNIQUE POUR L'ETUDE DES
CASSURES DOUBLE-BRIN NEURONALES

En tant que parasites obligatoires, les virus doivent détourner la machinerie moléculaire
de la cellule héte afin de permettre leur cycle de réplication. Notamment, la réponse aux CDB
représente une voie de signalisation cellulaire décisive pour les virus pour infecter, persister et
se propager (Turnell & Grand, 2012; Luftig, 2014). En effet, il est utile pour les virus de
contrdler le cycle cellulaire pour permettre d avoir les conditions et les facteurs réunis dans un
temps précis afin de favoriser la réplication virae. Or, les CDB dans les cellules mitotiques
permettent le contrdle des checkpoints dans la progression du cycle cellulaire. Ainsi, détourner
les facteurs intervenant dans la réparation de I’ADN apparait comme un processus pertinent
pour détourner la machinerie de réparation a son compte. Intuitivement, ces mécanismes
profitent donc aux virus a ADN, dont la majorité se réplique dans le noyau et trouve dans la
réponse aux CDB une « boite a outils » de facteurs pour permettre leur réplication (Weitzman
& Fradet-Turcotte, 2018). De ce fait, ils peuvent alafois activer la DDR &fin de profiter des
facteurs cellulaires pour leur réplication, mais également bloquer la DDR afin d éviter
I activation de checkpoints pro-apoptotiques dépendants de p53 (Figure 14). De plus, cesvirus
générent, durant leur réplication, des CDB dans leur génome qui seront détectées et réparées
par les facteurs cellulaires (Luftig, 2014). De plus, le détournement des facteurs de réparation
conduit a des défauts dans la réparation des CDB de I’ ADN cellulaire conduisant al’ arrét du
cycle celulaire. Cet arrét profite ains aux virus qui peuvent utiliser I’ADN polymérase
cellulaire et les facteurs de réplication de I’ADN cellulaire plus longtemps. Enfin, certaines
protéines virales ont la capacité d’induire directement des CDB dans I’ ADN cellulaire pour
provoquer le recrutement des facteurs de réparation et I’ arrét du cycle cellulaire (Weitzman &
Fradet-Turcotte, 2018). Par ailleurs, certaines données proposent maintenant que les virus a
ARN, qui se répliquent majoritairement dans le cytoplasme, peuvent auss tirer profit de la
machinerie de réparation des dommages al’ ADN, par I’ intermédiaire d'interaction de facteurs
viraux avec des protéines de la DDR (Ryan et al., 2016). Tout comme les rétrovirus qui
manipulent les CDB pour permettre leur intégration dans |’ ADN de la cellule infectée.

Jusqu’ a présent, le role des CDB dans I'infection virale n’a été seulement éudié qu’ en
dehorsdu SNC et en utilisant des cellules mitotiques, dans lesquellesles CDB sont ultimement
liées alamort de la cellule ou au développement de tumeur (Turnell & Grand, 2012). L’ étude

deI’impact d’ une infection virale sur laréponse aux CDB dans des neurones post-mitotiques
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peut permettre de mettre en évidence |’ altération de mécanismes qui seraient la cause de
dysfonctions neuronales. En effet, comme vu dans le chapitre précédent, les CDB jouent un
réle crucial dans les neurones, comme facteurs épigénétiques dans les fonctions neuronaes
physiologiques et sont impligquées dans les mécanismes de plagticité neuronae. Ce réle
physiologique des CDB neuronal es ayant éé mis en évidence trés récemment, trés peu d’ études
se sont intéressées a I’impact d’une infection virale sur les fonctions neuronales en lien avec
une perturbation de la réponse aux CDB. Pour les virus a ARN, le seul exemple connu est le
virus Zika (ZIKV) qui peut engendrer des CDB dans le SNC. Cependant, il cible plutot les
cellules souches neural es mitotiques en arrétant le cycle de mitose pour détourner lamachinerie
cellulaire pour sa propre réplication (Hammack et al., 2019). Mais I'infection des cellules
souches neurales par ZIKV conduit finalement & I’ apoptose des cellules infectées. L'Herpes
simplex virus-1 (HSV-1) par exemple, qui est un virusa ADN, utilise les CDB endogenes pour
maintenir sa latence et I’induction aigué de CDB permet la réactivation et la reprise de la
réplication du virus (Hu et al., 2019). Mais le cycle lytique de HSV-1 se déroule
majoritairement dans les cellules épithéliales et peu de protéines virales sont produites dansles
neurones au cours de lalatence.

Au laboratoire, nous travaillons sur le Borna disease virus 1 (BoDV-1), un virus
neurotrope a ARN qui serépligue exclusivement dansle noyau. Cevirusest capable de persister
dans le cerveau tout au long de lavie de I’ hote, sans induire la mort de la cellule hote et peut
induire des troubles du comportement. Le BoDV-1 apparait donc comme un modéle de choix
pour étudier I'impact d’ une infection virale sur les CDB dans les neurones et I'impact sur la

plasticité neuronae.

1. PRESENTATION GENERALE

1.1. Histoire et taxonomie

Desle XVIlleme siécle, destraités vétérinaires font mention d’ une maladie neurologique
fatale, de type méningo-encéphalite foudroyante, qui affecte de fagon sporadique des chevaux
du Sud-Est del’ Allemagne. Au départ nommeé Kopfkrankheit ou « maladie de latéte brdlante »
(Von Sind, 1781), la maladie de Borna a gagné sa notoriété et son nom actuel lorsqu’en 1895
elle immobilisa un régiment de cavalerie de I’ armée prussienne, basé dans la ville de Bornaen
Saxe (Durrwald & Ludwig, 1997). L’ &iologie virae ne fut finalement découverte qu’ apres des
expériences d ultrefiltration decerveaux infectéset deréinfection par I’équipe de William

57



Genre Espece Virus (abréviation)

Carbovirus Queenslans carbovirus Jungle carpet python virus (JCPV)
Southwest carbovirus Southwest carpet python virus (SWCPV)

Culterivirus Sharpbelly carbovirus Wizhan sharpbelly bornavirus (WhSBV)

Orthobornavirus Elapid 1 orthobornavirus Loveridge' s garter snakevirus 1 (LGSV-1)

Mammalian 1 orthobornavirus

Mammalian 2 orthobornavirus

Passeriform 1 orthobornavirus

Passeriform 2 orthobornavirus

Psittaciform 1 orthobornavirus

Psittaciform 2 orthobornavirus

Waterbird 1 orthobornavirus

Borna diseasevirus 1 (BoDV-1)

Borna disease virus 2 (BoDV-2)
Variegated squirrel bornavirus 1 (VSBV-1)
Canary bornavirus 1 (CnBV-1)
Canary bornavirus 2 (CnBV-2)
Canary bornavirus 3 (CnBV-3)
Estrildid finch bornavirus 1 (EsBV-1)
Parrot bornavirus 1 (PaBV-1)

Parrot bornavirus 2 (PaBV-2)

Parrot bornavirus 3 (PaBV-3)

Parrot bornavirus 4 (PaBV-4)

Parrot bornavirus 7 (PaBV-7)

Parrot bornavirus 5 (PaBV-5)
Aquatic bird bornavirus 1 (ABBV-1)
Aquatic bird bornavirus 1 (ABBV-1)

Figure 15: Taxonomie delafamille des Bornaviridae.

Classification des différentes espéces de Bornavirus connues a ce jour. L’ espece de référence
est soulignée. Toutes les descriptions des signes cliniques et du cycle de réplication faites dans
I"introduction se basent sur |’ espéce de référence. Le virus de référence, BoDV-1, est celui
étudié dans le cadre de mathese. Adapté de Amarasinghe, 2019.
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Zwick de 1924 41928 (Zwick et al., 1927). Cen’'est qu'en 1977, que le virus de lamaladie de
Borna est caractérisé comme un virus enveloppé a ARN (Ludwig et al., 1977).

Finalement, la grande partie de la caractérisation moléculaire du virus de la maladie de
Borna seferadansles années 1990, avec I’ amélioration des techniques de biologie moléculaire.
Les premiéres sequences sont découvertes par les laboratoires de Lipkin et de de la Torre aux
Etats-Unis (Cubitt et al., 1994; Lipkin et al., 1990; Briese et al., 1994) ; le virus se fait
désormais appeler le virus de lamaladie de Borna (BDV ; Borna Disease Virus). Par la suite,
des caractéristiques particulieres pour un virus @ ARN sont mises en évidence comme la
localisation nucléaire de latranscription ou la présence d’ un épissage de I’ ARN, conduisant en
1996, alaclassification du BDV (Pringle, 1996) comme premier membre de lanouvellefamille
des Bornaviridae dans|’ ordre des Mononegavirales (Cubitt & delaTorre, 1994; Briese et al.,
1992; Schneider et al., 1994; Schneemann et al., 1994; delaTorre, 1994).

Ces caractéristiques moléculaires le démarquent de ses « cousins» du méme ordre a
savoir Rhabdoviridae (virus de larage et de la stomatite vésiculaire), Paramixoviridae (virus
delarougeole) et Filoviridae (virus Ebolaet Marburg). Le BDV, infectant les mammiféres, fut
pendant longtemps le seul membre de safamille. Aujourd’ hui, se sont pres de onze espéces qui
ont éé identifiés dans la famille des Bornaviridae, capables d’infecter une grande diversité
d’ animaux. Certaines especes ont éé décrites comme infectant les Psittacidés (perroquets,
perruches...) (Honkavuori et al., 2008; Kistler et al., 2008), les reptiles (Stenglein et al., 2014)
ou encore les poissons (Shi et al., 2018).

Désormais, le patronyme BDV ne suffit plus pour répertorier les différentes especes de
Bornavirus qui infectent les mammiferes. Entre autre, le genre Orthobornavirus regroupant les
virus ancestraux (dont BDV) est créée. |l contient I’espéce Mammalian 1 orthobornavirus
(BoDV) considérée commel’ espéce deréférence (Figure 15) (Amarasinghe et al., 2019). Parmi
cette espece se trouve le virus Borna disease virus 1 (BoDV-1) qui m'aura servi de modéle
d’ étude pour mes travaux de these et qui servira de référence pour toute la suite de ce chapitre.
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Figure 16 : Image par microscopie électroniqued’une particule virale de BoDV.
Barre d’ échelle : 100 nm. D’ aprés Kohno, 1999.
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1.2. Du génome a la structure de la particule

Le BoDV est un virus sphérique et enveloppé de 70 a 130 nm qui présente a sa surface
des «épines» de 7 nm correspondant aux glycoprotéines d enveloppe (Figure 16)
(Zimmermann et al., 1994; Kohno et al., 1999). La particule virale contient un génome de type
ARN simple brin, non segmenté, de polarité négative (qui doit étre transcrit par la polymérase
virdeavant d’ éretraduit en protéines), de8,9 kb. LeBoDV présente le génome le plus compact
de tous les autres virus du méme ordre. L’ évolution du virus a donc sélectionné différentes
stratégies pour lui permettre d’ exprimer ses six protéines: ARN polycistronique, épissage
aternatif et chevauchement de cadres de lecture (Tomonaga et al., 2002). Bien que le nombre
précis de transcrits soit encore inconnu, il est admis qu'il existe au moins quatre transcrits
principaux (Figure 17) (Schneider et al., 1994; Lipkin et al., 2011; Kojima et al., 2018) qui
permettent de coder, en partant de |’ extrémité 3, les protéines suivantes :

-Lanucléoprotéine p38/p40 (N),

-La phosphoprotéine p24/p16 (P),

-Laproténe p10 (X) traduite a partir d’ un cadre de lecture chevauchant celui de laP,

-Laproténe de matrice p17 (M),

-La glycoprotéine d’ enveloppe (G), produite sous sa forme gp84/94 puis clivée lors du
cycleviral en formes gp51 et gp43,

-L’ ARN polymérase ARN dépendante p190 (L).

Chacune de ces protéines a une ou plusieursfonctions bien définies dansle cycle deréplication
du BoDV.

L’ enveloppe de la particule virae est formée d’ une bicouche lipidique dans laquelle est
enchassée la glycoprotéine sous sa forme gp84/94 et gp43. Sous I’ enveloppe, la protéine M de
matrice tapisse laface interne de lamembrane. A I'intérieur du virion, il est retrouve le génome
viral de polarité négative sur lequel est fixée, alafacon d’ un collier de perles, lanucléoprotéine
(N) qui forme une nucléocapside pour protéger I’ ARN génomique vira de sa dégradation par
des RNases cellulaires. Ce complexe est également associée a la phosphoprotéine (P) et ala
polymérase virde (L) (Hira et al., 2016) (Figure 18). L’ ensemble forme un complexe appelé
ribonucléoparticule (RNP).

61



Figure 17 : Organisation du génomedu BoDV et schémasimplifié desdifférentstranscrits
viraux synthétisés au coursdu cycleviral.

En haut, le génome viral complet avec I’ emplacement des différents génes, ains que les sites
d'initiation de la transcription (fleches vertes). Apres transcription, les quatre principaux
ARNmM subgénomiques viraux et les différents évenements d’ épissage. Sur I’ ARNm codant les
protéines X et laP, il y adeux sitesd'initiation de latraduction qui permettent la production de
deux proténes différentes sur le méme transcrit. La fixation du ribosome se fait de fagon
aléatoire sur chague site et dans des proportions équival entes pour chaque protéine. Adapté de
ViralZone et Lipkin, 2011.
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2. CYCLE DE REPLICATION

2.1. Tropisme

En conditions naturelles d'infection, le BoDV infecte préférentiellement les neurones du
SNC et plus particulierement les neurones du systeme limbique (hippocampe, amygdale,
hypothalamus...). Ausd, in vitro comme in vivo, I'infection & BoDV n’induit aucun effet
cytopathique et persiste danslacellule héte sansinduire directement de mort neuronale (Herzog
& Rott, 1980). Méme s le BoDV reste préférentiellement neurotrope, une fois établie,
I"infection a BoDV finit par envahir tout le SNC, périphérique et autonome, en infectant les
astrocytes, les cellules de Schwann et les cellules épendymaires du SNC, puis tous les nerfs

menant aux organes.

2.2. Adsorption et entrée du virus

Laglycoprotéine gp84/94 ala surface de’ enveloppe du virus permet I’ attachement de la
particule au récepteur de lacellule cible (Figure 19, étape 1)(Gonzaez-Duniaet al., 1998). Ce
récepteur reste a ce jour inconnu mais, a I’évidence, doit étre une protéine membranaire
ubiquitaire puisgue, invitro, le BoDV présente unlarge tropisme pour plusieurstypescellulaire.
Le BoDV reste cependant préférentiellement neurotrope et infecte les neurones de
I” hippocampe avant d’ envahir le cerveau et d'infecter les cellules gliales.

La particule virae est ensuite endocytée par un mécanisme dépendant de la clathrine
(Figure 19, étape 2). Unefoisdans|’ endosome, laforme clivée delagp84/94, gp43, vas insérer
danslamembrane de |’ endosome et provoquer lafusion delamembranevirale avec |’ endosome
(Figure 19, étape 3) (Clemente & dela Torre, 2009; Gonzalez-Dunia et al., 1998).

La RNP est donc libérée directement dans le cytoplasme. Elle est ensuite adressée au
noyau, via des mécanismes qui sont encore inconnus, ou elle pourra initier les étapes de

réplication virale (Figure 19, étape 4).

63



Figure 18 : Représentation schématique d’une particule du BoDV.
Les éléments en gras congtituent la ribonucl éoprotéine qui contient tous les éléments essentiels
al’initiation de latranscription une fois la cellule héte infectée.



2.3. Expression des protéines virales et réplication

Une caractéristique, que le BoDV partage avec quelques autres virus a ARN d autres
familles comme les Orthomyxoviridae (virus de la grippe) ou Nyamiviridae (virus aviaire), est
que I'intégralité de son cycle de réplication se déroule dans le noyau. En tant que virusa ARN
de polarité négative, une des premieres étapes de son cycle est une transcription qui va
permettre de « fabriquer » de nouvelles protéines virales. La particule virale contient toutes les
proténes nécessaires et suffisantes dont le virus a besoin pour initier saréplication (laN, laP
et laL) (Perez et al., 2003; Perez & de la Torre, 2005). Il va aors former des usines de
réplication ou viral Speckle of transcripts (vSPOT) en interaction avec la chromatine
(Matsumoto et al., 2012). Nous discuterons plus loin dans le chapitre des détails de cette
structure importante pour laréplication virale (Figure 19, éape 5). Comme pour les autresvirus
aARN de polarité négative, I’ ARN génomique empaqueté par lanucléoprotéine N constitue la
ribonucléocapside qui sert de support pour le complexe polymérase de la protéine L avec son
cofacteur la phosphoprotéine P (Mayer et al., 2005). La protéine X, méme s €lle ne fait pas
partie du complexe RNP a son entrée dans le noyau, joue un role dans laformation et I’ activité
du complexe polymérase en inhibant I’ activité enzymatique de la polymérase L (Watanabe et
al., 2000; Poenisch et al., 2004; Schwardt et al., 2005). L’ ensemble de ces acteurs participent

al’expression et le contréle de I’ expression des génes viraux et alaréplication virae.

2.3.1. Transcription

L’ ARN génomique sert tout d’ abord de matrice al’ ARN polymérase ARN dépendante
virde (L) pour la transcription des ARN messagers (ARNm) subgénomiques. Cette
transcription démarre en 3’ du génome viral et dispose de trois sites d'initiation et quatre sites
de terminaison (Schneemann et al., 1994). Elle permet donc la synthése de quatre transcrits
primaires essentiels, épissés ou non, qui, de facon similaire aux autres Mononegavirales, sont
produits de facon ségquentielle et « polaire » permettant aux genes du coté 3 du génome viral
d étre plus exprimés que lesgénesdu cbté5’ (Figure 17, Figure 19, étape 6). Les ARNm viraux
sont ensuite 5’ -coiffé et 3’ -polyadénylés puis exportés vers le cytoplasme pour étre traduits en

protéines (Figure 19, étape 7).
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Figure 19 : Schémadu cyclederéplication du BoDV.
(Légende pages suivantes)
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2.3.2. Traduction

Les protéines N, P, X, L et M sont traduites dans le cytosol et la glycoprotéine va étre
trang oquée au niveau du réticulum endoplasmique puis amenée dans I’ appareil de Golgi pour
sa maturation (glycosylations, etc...) (Figure 19, éape 8-9). Les protéines N, P, L et X
disposent de séguences d’ adressage au noyau (NLS) et d export du noyau (NES) qui leur
permettent de pouvoir retourner dans le noyau pour remplir leurs fonctions dans la réplication
du génome vira et de faire la navette avec le cytoplasme. Ces protéines sont auss capables
d’interagir entre elles (Figure 20). D’ une part, celaleur permet de remplir leur rble de cofacteur
comme la phosphoprotéine P pour la polymérase L. D’ autre part, certains sites d interaction
chevauchent des NES ou NLS. Les interactions entres protéines virales favorisent donc leur
propre relocalisation, par exemple la phosphoprotéine P peut se fixer sur le NES de la
nucléoprotéine N pour favoriser son retour dans le noyau (Figure 19, étape 10) (Kobayashi et
al., 2001; Honda & Tomonaga, 2013). Ces interactions permettent aux protéines et aux RNP
d’ autoréguler leur localisation.

2.3.3.Réplication

En pardléle de la production de protéines, I’ ARN génomique sert également de matrice
pour laréplication vialaproduction d’ antigénome de polarité positive. Cet ARN est de nouveau
pris en charge dans le vSPOT par la polymérase L, pour produire de nombreuses copies du
génome vira, cette fois-ci de polarité négative. Méme s le lieu de I’ assemblage des RNP n’est
pas vraiment connu, il est suggéré que celles-ci soient formeées dans le noyau (Figure 19, étape
11-12) (Honda & Tomonaga, 2013).

2.4. Assemblage et dissémination

L’ ARN génomique viral nouvellement produit, recouvert de sanucléocapside, est exporté
vers le cytoplasme gréce aux séquences NES portées par les protéines N et P de laRNP. Entre
autres, laprésence d’ une isoformeraccourcie de lanucléoprotéine N qui ne dispose pasde NLS
(N p38), pourrait expliquer ces mouvements (Kobayashi et al., 2001; Honda & Tomonaga,
2013). La protéine de matrice M semblerait également s assembler avec la RNP mais pas la
protéine X (Chase et al., 2007).
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La légende des ééments du virus est conservée sur la base de la Figure 16. La protéine X est

représentée par des triangles orange.

Méme s toutes les étapes du cycle vira du BoDV ne sont pas encore bien connues, voici les

principal es étapes qui le compose :

1)
2)
3)

4)
5)
6)

7)
8)
9)

Fixation du virus sur son récepteur (inconnu) via la glycoproténe d’ enveloppe G.
Endocytose de la particule virale par une mécanisme clathrine dépendant.

Fusion de la particule virale avec |la membrane de I’ endosome et libération de la RNP
dans le cytoplasme.

Import de la RNP dans |e noyau.

Mise place du vSPOT, I’ usine de réplication virae.

Transcription, dans les vSPOT, de I’ARN génomique de polarité négative en ARNm
qui sont épisses, coiffés et poly-adénylés.

Export des ARNm dans |e cytoplasme.

Export del’ ARNm de la glycoprotéine d’ envel oppe vers le réticulum endoplasmique.
Traduction des protéines virales.

10) Import des protéinesvirales dansle noyau pour qu’ ellesremplissent leursfonctions dans

le cycleviral.

11) Réplication de I’ARN vira dans les vSPOT. L’ARNg de polarité négative

(ARNg (-))est transcrit en ARN de polarité positive (ARN (+)) qui sert de support ala
fabrication de copiesd’ ARNg viral.

12) Assemblage des RNP dans |e noyau.

13) Les virus bourgeonnent a la surface des cellules infectées.

14) Lesvirus vont infecter les cellules voisines par contacts « de proche en proche ».

Lesétapes 13 et 14 ne sont pas encor e bien décrites.
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Les dernieres étapes de la réplication du cycle du BoDV ne sont malheureusement que
trés peu décrites et semblent varier en fonction du type cellulaire infecté, notamment les
modalités de dissémination du virus. Durant une infection par le BoDV de lignées cellulaires
permissives, pas a peu de particules virales sont retrouvées dans le surnageant (Carbone et al.,
1993). Aussi, une fois I'infection établie, les virus sont capables de se disseminer sans avoir
besoin de laglycoprotéine, ni del’ activité furine (Clemente & delaTorre, 2007). Ceci suggéere
gue la dissémination se ferait par contact de proche en proche d'une cellule infectée a une
cellule cible via un transfert delaRNP non envel oppée. Néanmoins, il est clairement établi que
le BoDV se dissémine selon un mécanisme dépendant d’ une interaction avec laforme gp84/94
delaglycoprotéine G et un récepteur cellulaire (Bajramovic et al., 2003). Ainsi, deux voies de
dissémination semblent étre privilégiées par le BoDV : une via un bourgeonnement pour
recueillir laforme gp84/94 (Figure 19, éape 13) et une via des contactsintercellulaires avec un
transfert direct de la RNP (Figure 19, étape 14).

2. LE VSPOT : UNE STRUCTURE CLE DANS LA REPLICATION DU
BODV

2.1. Interaction avec la chromatine

En 1911, Joest-Degen met en évidence la présence de corps d’inclusion intranucléaires
dans les neurones comme étant pathognomonique de I’ infection par le BoDV chez |es chevaux.
Plustard, il est observé que ces structures sont des agrégats de protéines virales contenant du
génome viral. Ces structures sphéroides intranucl éaires en forme de « spot » sont alors nommés
corps de Joest-Degen par son découvreur (Sasaki & Ludwig, 1993). Des structures similaires
appelées corps de Négri ont été étudiées chez d autres Mononegavirales comme le virus de la
rage (RABV) ou les corps d'inclusion du virus Ebola (EBOV) (Lahaye et al., 2009). De
morphologie équivalente mais localisées dans le cytoplasme pour RABV et EBOV, ces
structures laissent penser qu’ elles sont le lieu de la réplication du virus et qu’ elles constituent
les usines de réplication virale. Dans le cadre d’ une étude sur la dynamique intranucléaire du
BoDV, pour comprendre son cyclede réplication, les structures ont été retrouvées en interaction
avec la chromatine de cellules issues d une lignée dérivée d' oligodendriome (OL). Il a été
confirmeé gque ces structures contiennent alafoisles protéines virales nécessaires alaréplication
du virus mais également le génome vira et les transcrits. De fait, ces structures de réplication
virae sont finalement appel ées vSPOT (viral Speckle of Transcripts) (Matsumoto et al., 2012).
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Figure 20: Carte des interactions connues entre les protéines virales et signaux de
transport nucléocytoplasmique.

En rouge les séquences NLS, en vert les séquences NES. La nucléoprotéine N est traduite sous
deux formes, une forme compléte N p40 avec un motif NLS en N-termina et une forme plus
courte N p38 qui ne dispose pas de la partie N-terminal contenant le NLS. Les deux isoformes
ont les mémes interactions avec |a phosphoprotéine P. Adapté de Honda, 2013.
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Lors de la mitose de cellules OL infectées, les vSPOT sont capables de suivre les
chromosomes et de migrer avec eux, renforcant le fait que ces vSPOT sont en interaction trés
forte avec lachromatine. L’ interaction avec la chromatine dépend de |’ interaction des protéines
virales avec des composants de la chromatine : par exemple, lanucléoprotéine N peut interagir
avec |’ histone H2B et dans une moindre mesure, I” histone H2A. Ces résultats suggerent que les
histones du coaur du nucléosome servent al'ancrage des vSPOT sur la chromatine. De plus, la
nucléoprotéine N peut aussi interagir avec PARP-1, une protéine de lamachinerie deréparation
des CDB, qui se trouve a proximité de la chromatine. Seulement, cette interaction ne semble
avoir lieu qu'al’ extérieur des vSPOT. Aussi, lanucléoprotéine N présente une grande stabilité
une fois incluse dans le vSPOT. Enfin, il est également connu que la phosphoprotéine P peut
interagir avec la protéine HMGB1 (High-mobility group box 1) (Kamitani et al., 2001). La
protéine HMGB1 est une protéine mobile de I’ architecture de I’ ADN, capable de se lier ala
chromatine en fonction de I’ é&at d’ acétylation des histones (Catez & Hock, 2010). Du fait de sa
mobilité, la protéine HMGB1 est capable d’ entrer et de sortir du vSPOT. La présence de la
protéine HMGB1 n'est pas nécessaire a la formation des vSPOT mais est nécessaire comme
intermédiaire dans I’ interaction de la phosphoprotéine P avec la chromatine et est nécessaire a
une réplication efficace du virus et & sa persistance. De laméme maniere, s I'interaction entre
laphosphoprotéine Pet laproténe HM GB1 est supprimée par modification du sited’ interaction
sur laprotéine P dorslaprotéine HMGBL1 ne transite plus par le vSPOT et laréplication virale
est diminuée (Matsumoto et al., 2012). La protéine HMGB1 participe donc a la stabilisation
des vSPOT sur la chromatine permettant, par des mécanismes encore inconnus, la réplication

efficace du virus et sa persistance.

2.2.  Uneusine bien organisée

Depuis 2016, d autres découvertes ont été faites sur I'organisation des vSPOT.
L’ expression seule de la nucléoprotéine N ou de la phosphoprotéine P par transfection ou
transduction ne suffit pas pour induire lamise en place d un vSPOT, suggérant que la particule
virale doit étre au complet avec sa RNP pour pouvoir générer des vSPOT. Le vSPOT est une
structure sphéroide d’ environ 0,7 um en interaction avec la chromatine. Dans des cellules OL,
on compte environ 4,6 vSPOT par celluleinfectée (Hirai et al., 2016). Laprésenced’ ARN viral
génomique et transcrit dans le vSPOT a été confirmée, indiquant que le vSPOT est bien lelieu

de réplication et transcription du génome viral.
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Figure21: Structure et organisation des vSPOT.

(A) Visuaisation de vSPOT dans le noyau de neurones. Marquage de la nucléoprotéine N en
vert en anneau caractéristique et noyau en gris (DAPI). Observation au microscope confocal
Leica SP8 (63x) avec un zoom optique. Barred’ échelle : 10 um. (B) Organisation des protéines
majeures dans un vSPOT. Observation par microscopie confocale a super résolution (SIM :
Structured illumination microscopy) a I’ objectif 100x (Hirai, 2016). Fléches: colocalisation
entrelesprotéines N et P, téte de fleche : pore autour du vSPOT. Barre d échelle : 500 nm. (C)
Schéma hypothétique de I’ organisation des vSPOT en interaction avec la chromatine. La
protéine N interagit avec I histone H2B (en bleu ciel) et PARP-1. La protéine P interagit avec
HMGBL1, une protéine mobile qui se déplace de vSPOT en vSPOT et qui peut auss interagir
avec la chromatine pour remplir une partie de ses fonctions. ARNg viral en rouge et ARNm
vira naissant en vert. D’ aprées Matsumoto, 2012.
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Le vSPOT est formé essentiellement des protéines N et P. Les nucléoprotéines N forment un
bouclier, une coque, observable en microscopie confocale (3D) et qui entoure le vSPOT aors
gue sur un seul plan focal (2D), elle prend |” apparence d’ un anneau (Figure 21A-B). Au centre,
il y ala phosphoprotéine P et dans des quantités bien moins importantes, il est également
retrouvé laprotéine X ains que la protéine de matrice M (Hirai et al., 2016). De |'imagerie &
haute résolution a permis d' étudier I’ organisation des protéines N et P dans le vSPOT. Autant
la nucléoprotéine N et la phosphoproténe P ont des profils de distribution reproductible d’ un
vSPOT a I’autre, autant la distribution des protéines X et M est tres aéatoire d’' un vSPOT a
I"autre, d’un point de vue de la quantité mais aussi de la localisation. Les phosphoprotéines P
S organisent en un réseau filamenteux al’intérieur du vSPOT. L’ anneau de nucléoprotéines N
en périphérie du vSPOT laisse apparaitre des petits trous, des pores d’une centaine de nm
(Figure 21B, C). Par analogie avec des structures similaires d’ autres virus, ces pores pourraient
permettre de laisser entrer ou sortir del’ ARN viral (génomique ou transcrit), des protéines, des
RNP complétes ou méme des facteurs cellulaires comme la protéine HMGB1 (Matsumoto et
al., 2012; Hirai et al., 2016).

En résumé, le BoDV est capable d’ assembler, dans le noyau des cellules infectées, des
usinesderéplication virale ou vSPOT, en interaction avec lachromatine et les histones du coeur
du nucléosome. Ces vSPOT sont des structures assez stables mais « poreuses » permettant a
des facteurs viraux ou cellulaires de faire la navette entre I'intérieur du vSPOT et |’ espace
intranucléaire (Figure 21C).

3. EPIDEMIOLOGIE

L’infection naturelle par le BoDV est endémique sur les territoires d’ Europe centrale
regroupant le Sud et I'Est de I’ Allemagne, la Suisse, le Liechtenstein et I’ Autriche (Durrwald
et al., 2006). Cependant, de nombreux cas ont été détectés hors zone endémique, aux quatre
coins du monde, depuis que le virus est éudié: en Europe de |I'Ouest et du Nord, en Asie
Mineure, en Asie, en Australie et aux Etats-Unis d Amérique. Le réservoir du BoDV est connu
comme étant un petit mammiféere insectivore de |'espéce des Crocidura leucodon: la
musarai gne bicolore a dents blanches. Ce petit mammifére dével oppe une infection totalement
asymptomatique méme si des marqueurs du virus sont présents dans presgue tous ses organes :
le cerveau, le foie, la rate, la peau, les glandes surrénales et salivaires et dans une moindre
mesure les poumons, lesreins et les yeux (Puorger et al., 2010).
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Figure 22: Analyse rétrospective d’encéphalites virales potentiellement causées par une
infection par le BoDV-1 chez ’'Homme, a I’Hopital Universitaire de Regensburg
(Allemagne), depuis 1995.

Les biopsies de cerveaux des 56 patients ont été testées par RT-qPCR pour détecter le génome
vira. Ensuite, d’ autres préléevements de sérum ou de liquide céphalo-rachidien ont été analyses
par RT-gqPCR, immunoblots ou par immunofluorescence pour étudier lasérologie et confirmer
le diagnostic de la présence du génome viral. D’ apres Niller, 2020.
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3.1. Vie sauvage et animaux domestiques

Le spectre d' hdte du BoDV est trés large. D’ abord découvert chez les chevaux, le BoDV
S attague également aux animaux de ferme ou d' éevage et les animaux de compagnie : les
moutons, le bétail, les chats, les chiens ou les lamas.

3.2. LeBoDV: unvirusau potentiel zoonotique

Entre les années 1990 et le début des années 2000, de tres nombreuses études sont
publiées, suggérant unrdle del’ infection du BoDV dans|e dével oppement de troubles cognitifs
(mémoire, apprentissage...) ou de troubles neuropsychiatriques (schizophrénie, bipolarité,
dépression, syndrome de fatigue chronique...) (Lipkin et al., 2011). Cependant, certains de ces
résultats ont été remis en question apres la découverte que les expériences de détection d’ une
infection par le BoDV de patients en neuropsychiatrie, auraient é&é compromises par des
contaminations des échantillonsd’ ADN analysés, avec des souches du laboratoire (Schwemmle
et al., 1999; Durrwald et al., 2007).

Entre 2011 et 2013, une approche par métagénomique est réalisée sur trois éleveurs
d écureuils variés (Sciurus variegatoides), originaires de Saxe en Allemagne, décédés d’ une
encéphalite foudroyante de cause inconnue. Ces expériences ont révélées la présence d' un
Bornavirus inconnu trés similaire a I'espéce de référence BoDV-1 (Mammalian 1
orthobornavirus). La nouvelle espéce Mammalian 2 orthobornavirus est donc ainsi créée pour
accueillir son premier membre Variegated squirel bornavirus 1 (VSBV-1) (Hoffmann et al.,
2015). L’ étude de cas arévélé que deux destrois patients avaient été griffés et le dernier mordu
dansle passe, par des écureuilsde leurs élevages. Ces résultats ont finalement révél é |’ existence
d’ une forme de Bornavirus capable de franchir la barriere d’ espéce et d’ induire une zoonose.

Depuis 2018, il aété découvert dans d autres cas d’ encéphalites mortelles chez I homme,
au départ d’ origine inconnue, des séquences de Bornavirus identiques aux isolats de BoDV
obtenus chez les chevaux et les musaraignes (Korn et al., 2018; Schlottau et al., 2018). Enfin,
en 2020, une étude rétrospective menée en Allemagne sur 56 cas d’ encéphalites depuis 1995 a
mis en évidence que dans le groupe, dont I’ encéphalite était inexpliquée, 7 des 9 encéphalites
fatales étaient positives aBoDV-1 (Figure 22) (Niller et al., 2020).
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Figure 23 : Schéma de la voie « naturelle » d’invasion du cerveau par le BoDV chez les
chevaux.

Aprés étre entré par voie intranasale, le BoDV infecte les neurones olfactifs ce qui lui permet
d accéder au systeme nerveux centra via les nerfs olfactifs. Une fois arrivé dans le bulbe
olfactif, le virus se dissémine petit a petit depuis le cortex piriforme vers le systéme limbique
puis atteint le cervelet et enfin le SNP via lamoelle épiniére. D’ aprés Tizard, 2016.
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Aujourd hui, le BoDV-1 peut étre considéré comme un virus ayant un potentiel
zoonotique. Ces découvertes relancent auss un intérét dans |’ étude du BoDV-1 dans la
pathogenése de mal adies neurologiques chez I’Homme, associée ou non a une persistance du

virus dans le cerveau.

4. DE L'INFECTION A LA MALADIE: PHYSIOPATHOLOGIE DE LA
MALADIE DE BORNA

4.1. Voied infection

La principale voie d'infection naturelle par le BoDV chez la plupart des mammiféres se
fait probablement par voie nasale. Les neurones tapissant I’ épithélium nasal serviraient de porte
d entrée au virus dans le systéme nerveux (Morales et al., 1988). Chez des chevaux infectés
expérimentalement, les bulbes olfactifs présentent une inflammation et des cedemes trés tét
dans la maladie (Solbrig & Koob, 2003). Tout comme chez le rat infecté, le virus est retrouvée
danslebulbe et le noyau olfactif, mais également dans|’ hippocampe (Sauder & Staeheli, 2003).

A lasuite d’ expériences de titrage dans | es fluides biol ogiques excrétés par des animaux
infectés (rats et chevaux), le virus se retrouverait principalement dans les urines, ce qui
coinciderait avec une transmission via le systéme olfactif, suite au reniflement d'urine
d’ animaux infectés (Morales et al., 1988; Sauder & Staeheli, 2003). Le virus se réplique dans
les neurones, aux sitesd’ entréeinitiaux et unefoisdanslacellule, [aRNP doit pouvoir atteindre
le noyau et « se déplacer » lelong des axones. LaRNP est alors prise en charge par les dynéines
des microtubules et voyage dans des endosomes de signalisation. Afin d' atteindre le SNC, le
virus migrerait en suivant les prolongements axonaux vers et a travers le cerveau (Figure 23)
(Clemente et al., 2010; Charlier et al., 2016). Des expériences avec un virus marqué, ont auss
mis en évidence lacapacité de celui-ci a se transmettre de proche en proche, de cellule acellule
(Charlier et al., 2013).
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Figure 24 : Signescliniques de la maladie de Borna chez les chevaux a différentes phases
delamaladie.

(A) Stade précoce delamaladie. Les chevaux présentent des troubles de la prise alimentaire et
de la magtication. (B) Stade plus avancé de la maladie. Les chevaux infectés présentent des
troubles de la posture, de la proprioception et une paralysie des nerfs faciaux. (C) Stade plus
tardif de la maladie. Les chevaux infectés souffrent de torticolis et réalisent des mouvements
de poussées au mur pour tenter defaire diminuer lapressionintra-craniale. D’ aprésFields, 2013
(Herden et al., 2013).
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4.2. Sgnescliniques

Les conséguences de I’ infection sont trés hétérogenes et varient en fonction de I’ espéce
infectée, de lasouche virale et de |’ intensité de laréponse immunitaire. Les signes cliniques de
la maladie de Borna peuvent étre inapparents, subtils, tels que quelques perturbations du
comportement ou bien plus graves avec le développement de meéningo-encéphalites
foudroyantes accompagnées de nombreuses | ésions dans lamatiére grise du cerveau, mais auss
dans la moelle épiniére (Figure 24) (Richt et al., 2000). Cependant, I’infection par le BoDV
chez le cheval est le plus souvent asymptomatique, des éudes épi démiol ogiques indiquent ains
une préva ence non négligeable du BoDV chez les chevaux « sains » (Hagiwara et al., 1997).

4.3. Moddéesd éude

Les modéles expérimentaux offrent des outils de simplification pour décrire les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu lors de I'infection par le BoDV. L’étude de la
maladie de Borna a d' abord commencé sur les chevaux infectés naturellement par le virus.
Cependant, la difficulté d’ élevage et 1a manutention que représente |’ étude sur un « gros »
modéle tel que le cheval ont pousseé les chercheurs a induire des infections sur des hétes non-
naturels. Les modél es expérimentaux se sont a ors dével oppés autour des deux rongeurslesplus
communs en laboratoire : lasouris et lerat. Chez les rongeurs, I infection expérimentale par le
BoDV se réadlise principalement par une injection intracérébrale du virus mais peut également
se rédliser par une inoculation intraoculaire ou intranasade. La souris est une espéce
naturellement résistante a I'infection par le BoDV. Néanmoins, il a été possible d adapter
certaines souches virales a des lignées murines afin gqu’elles deviennent susceptibles a
I"infection (Kao et al., 1984). Aprés injection intracérébrale, les souris de souche susceptible
développent des signes neurologiques apres 4 a 6 semaines. L’infection se caractérise, entre-
autre, par uneinfiltration de LT CD8+ induisant la mort des neurones infectés et menant a des
lésions dans le cerveau (Hausmann et al., 1999). Finaement, toutes les souris susceptibles
infectées seront amenées a mourir d une encéphalite (Hallendeben et al., 1998). Le modele
murin d’'infection par le BoDV est donc trés intéressant pour étudier les caractéristiques
immunopathol ogiques de I’ encéphalite suite al’ infection. Néanmoins, il reste assez éloigné de
la pathologie rencontrée lors de I’ infection naturelle par le virus.
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Nous verrons dans le chapitre suivant que le modéle le plusfidéle est le modél e du rat qui
présente une symptomatologie variée et tres similaire a celle rencontrée dans I’infection
naturelle du cheval. Aussi, nous aborderons la pertinence de I’ é&ude in vitro de I’ infection des
neurones au BoDV &fin de s affranchir du réle de cellulesimmunitaires et de se focaliser sur le

réle direct du virus sur le neurone.

4.3.1.Invivo : lemodéedu rat

Le modée le plus commun pour étudier la physiopathologie de I’ infection par BoDV est
lerat. Toutes les lignées de rats ne présentent pas la méme sensibilité al’infection (Herzog et
al., 1991). Lerat Lewis présente une plus grande sensibilité al’infection et cette lignée est de
cefait la plus utilisée en laboratoire. Ce modéle est tout particulierement intéressant puisgu’il
est possible de reproduire avec une grande similitude I’ infection de I” héte naturel. 1l permet
notamment d’ observer in vivo, les deux facettes de la maladie de Borna. En effet, le type de
syndrome observé dépend en grande partie des conditions expérimentales de |’ infection et, plus
particuliérement, de |’ &ge du rat auquel est réalisé I’ infection.

D’ une part, I'infection d’ un rat adulte immunocompétent avec le BoDV-1 conduit & une
encéphalite tres similaire a ce qui est observé chez les chevaux ou les moutons (Stitz et al.,
2002). Les premiers symptdmes se manifestent 10 & 20 jours aprés I’ inocul ation intracérébrale
du virus et se caractérisent par une forte inflammation. Cette inflammation est déclenchée par
I"infiltration de lymphocytes T (LT) CD4+ et CD8+ et de macrophages, mais également par
Iaugmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires par la microglie (Deschl et
al., 1990; Gonzaez-Dunia et al., 1997). L’infection de neurones par le BoDV induit une
augmentation de |’ expression du complexe maeur d’ histocompatibilité de classe | (CMH 1) a
la surface de ces cellules, les rendant plus susceptibles d’étre reconnues par les LT CD8+
(Chevalier et al., 2011). Méme s I'infection par le BoDV est, en soit, non cytolytique, lesLT
CD8+ sont les principaux effecteurs de la destruction neuronale conduisant a des |ésions dans
plusieurs régions du cerveau (Gonzalez-Dunia et al., 1997). Les animaux souffrent d’ abord de
dysfonctions motrices, d ataxie, d’ altérations comportementales, d' hyperactivité et une partie
décéde dansles 1 a4 moisapres|’infection. Les survivants ont une inflammation qui se résorbe
et développent une maladie chronique, avec le virus qui persiste a vie dans les neurones. |ls
souffrent alors de troubles du comportement qui s aggravent (démence, passivité...), d apathie
et de dépression, associés a de la perte de « matiere » au niveau du cortex et du systéme
limbique suite al’ encéphalite et de lamort neuronal e associée.
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D’ autre part, I'infection d'un rat nouveau-né conduit a une infection persistante, sans
inflammation appréciable et sans mort de I’animal. Ce modéle en devient donc pertinent pour
étudier les conséquences d'infection virale sur le CNS et en particulier sur les circuits
neuronaux en développement. Les rats présentent alors des troubles neuro-dével oppementaux
tels qu’ une hyperactivité, destroubles de lamémoire et de I’ apprentissage (Gonzalez-Dunia et
al., 2005). Aprés 3 semaines d'infection, le BoDV est présent dans tout le cerveau et infecte
méme les cellules glides, conduisant a une astrogliose et une microgliose, sans le
développement d’ une neuroinflammation massive, et atteint également le SNP. L’ infection de
ce modéle est associé a une atération de la neurogenese de neurones adultes au niveau du
systéme limbique et du cervelet (Hornig et al., 2001). La conséguence est une diminution du
nombre de neurones matures dans ces endroits précis du cerveau (Gonzalez-Duniaet al., 2005).
En effet, ces modeles présentent moins de neurones matures dans le gyrus denté (zone de
I”hippocampe) qui peuvent étre corrélés avec les troubles de |'apprentissage et de la
mémorisation dont souffrent cesrats (Hornig et al., 1999; Rubin et al., 1999).

Malgreé la grande similitude des symptémes observes avec le modéle d’infection du rat a
la naissance et I'infection naturelle chez le cheval, les troubles neurodéveloppementaux du
modél e rat ne permettent pas de rendre compte de la contribution stricte des perturbations des
fonctions neuronales aux altérations de comportement. C’est pourguoi, le modele d’infection
de cellulesin vitro apparait comme un modele de choix pour étudier les conséguences directes
de I'infection du BoDV sur les fonctions du neurone, en permettant de s affranchir de

mécanismes indirects liés aux modélesin vivo.

4.3.2.1nvitro : deslignées cellulaires ala culture primaire

Le BoDV-1 posséde un tropismetreslargein vitro puisqu’il peut infecter plusieurstypes
et lignées cellulaires (Danner, 1974). Leslignées cellulaires classiques commelescellulesVero
issues de cellules épithéliales de rein de singe ou les cellules MDCK issues de cellules
épithéliales de rein de chien sont susceptibles a I'infection mais restent tres éloignées des
cellules neuronales. Des modéles de lignées cellulaires dérivant de cellules neurales sont auss
utilisées pour étudier leBoDV-1 : lescellules OL dérivées d’ un oligodendrogliome derat et les
cellules SH-SY5Y dérivées d’ un neuroblastome humain. Ces modéles ont permis de mettre en
évidence que le BoDV-1 se réplique en étroite interaction avec la chromatine et qu'il peut se
disséminer ains en accompagnant les chromosomes lors de lamitose (Matsumoto et al., 2012).
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Encore une fois méme si ces modéles se rapprochent les plus de neurones, ces cellules
restent mitotiques et sont donc éoignées des neurones matures post-mitotiques, cible
préférentielle du BoDV. Le meilleur modele actuel pour étudier I'impact du BoDV-1 sur la
physiologie neuronale est donc la culture primaire de neurones et cela a plusieurs avantages.
D’ abord, I'infection par BoDV-1 en culture primaire de neurones est plutot lente mais permet
d’ obtenir au bout de 12 a 15 jours, une infection persistante de 100% des cellules et sans mort
neuronal e associée (Hans et al., 2004). Ensuite, lors de la dissection il est possible de récupérer
des neurones d’ une région précise, hippocampe ou cortex afin de cibler I'impact sur une zone
du cerveau. Enfin, cela permet d’ étre plus fidéle al’ infection naturelle et d’ étudier I'impact du
BoDV-1 sur des mécanismes trés régulés dans les neurones post-mitotiques comme par
exemple les mécanismes impliqués dans la plasticité neuronale. Cette approche, que nous
maitrisons au laboratoire, permet donc d’ appréhender avec précision des perturbations des
fonctions neuronales par I’ infection qui pourrait causer les troubles comportementaux observés

au cours delamaladie.

4.4. LeBoDV, unvirus persistant

Les infections de I’ organisme héte peuvent étre catégorisés selon leur durée : rapides et
spontanément résolutives (infections aigués) ou a long terme (infections chroniques). Les
infections chroniques résultent d’une non éimination d'un pathogene, par le systéme
immunitaire, suite & une infection aigué.

Plusieurs mécanismes ont été développés par les virus pour leur permettre de ne pas étre
éliminés. En effet, certaines protéines virales peuvent moduler la réponse immune en inhibant,
par exemple, laprésentation d' antigenes par |e complexe majeur d’ histocompatibilité de classe
| (CMH 1). Un autre moyen pour échapper alaréponseimmunitaire pour lesvirusest d infecter
des sanctuaires immunitaires comme le SNC ou les cellules immunitaires ellessmémes. Ces
mécanismes sont utilisés sous différentes formes dans les infections chroniques dites latentes
VS. persistantes.

D’une part, les infections chroniques peuvent présenter des phases de latence durant
lesquelles la réplication du génome et la production de particules sont arrétées. Ces phases
alternent avec des phases de réactivation ou la production virae est relancée en fonction de
facteurs environnementaux commec' est e casdesvirus Herpes. Ceci permet alors de maintenir
la production de facteurs viraux et donc d'antigénes potentiels a un minimum. D’ autre part, les

infections chroniques peuvent étre considérées comme persistantes avec une production
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Figure 25: Lesprincipaux modéesd’infections virales.
Les données actuelles ne permettent pas actuellement de classer le BoDV dans|’un ou |’ autre
des modél es de persistance puisgue les études sont limitées sur | héte naturel et I hote réservoir.

Adapté de Principles of Virology (Flint et al., 2015)
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continue de génomes, de protéines et de particules viraes. C'est le cas du virus de larougeole
(Meadesvirus), du virus JC, du virus d’ immunodéficience humaine (VIH) et du BoDV (Figure
25) (Flint et al., 2015). En infectant principalement les neurones du SNC, le BoDV peut donc
persister sans étre soumis aune forte pression de laréponse immune. Le BoDV met également
en place plusieurs mécanismes d' échappement a I'immunité innée. Ces mécanismes ciblent
principalement les récepteurs de reconnaissance de pathogénes (PRR), ou senseurs, et le
systéme interféron (IFN) detype | del’ hote, au rble primordial danslaréponse antiviraeinnée
(Garcia-Sastre & Biron, 2006). Pour échapper a sa détection par les PRR et en particulier RIG-
| (Retinoid Inducible Gene 1), un important senseur de petits ARN viraux 5’ triphosphate et
activateur delavoie IFN, le BoDV est capable d' échanger |e triphosphate présent en 5 de son
ARN génomique contre un monophosphate (Habjan et al., 2008). En ava de la signalisation
RIG-I se trouve MAVS (Mitochondrial antiviral signaling protein) une protéine
mitochondriale capable d’ induire I’ apoptose suite ala détection de pathogenes. Dans un modele
de lignée cellulaire (cellules OL), la protéine X du BoDV interagit avec MAVS a la
mitochondrie et est capable de bloguer le programme d'induction d’ apoptose causé par la
détection du BoDV (Li et al., 2013). Certaines protéines du BoDV sont également capables
d agir a différents niveaux de lavoie de signalisation IFN de type I, notamment en interférant
avec lalocalisation nucléaire d' IRF7 (Interferon regulatory factor 7) (Song et al., 2013) ou en
détournant des kinases essentielles a la cascade de signalisation de I'lFN de type |, telle que
TBK-1 (TANK-binding kinase 1) (Unterstab et al., 2005).

La persistance du BoDV dans les neurones, avec une expression continue de protéines

virales, conduit a des altérations dans la physiologie neuronale.

4.5. Impact de I’infection sur la physiologie neuronale

Dans certains cas, I'infection par le BoDV de son héte naturel le cheval, conduit a une
encéphalite foudroyante. En phase aigué d’ infection, la méningo-encéphalite est causée par une
forte inflammation associée a uneinfiltration de LT CD4+ et CD8+. Ces derniers ciblent alors
les neurones infectés pour les détruire. Aussi, I'infection des neurones active les astrocytes qui
a leur tour activent la microglie provoquant la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires
neurotoxiques (Ovanesov et al., 2006, 2008). Les astrocytes infectés peuvent également mener
adel’ excitotoxicité par laperte deleur capacité de recapture du glutamate (Billaud et al ., 2000).
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Figure 26: Schéma des trois principaux mécanismes de mort des neurones médiés
indirectement par uneinfection par le BoDV in vivo.

(A) La cytotoxicité induite par la réponse LT CD8+ va tuer les neurones infectés. (B) Les
astrocytes infectés ont leurs fonctions altérées dont |a recapture du glutamate, conduisant a une
accumulation de glutamate dans le milieu extracellulaire et des stimulations excitotoxiques des
neurones. (C) Les astrocytes activés par les neurones infectés vont a leur tour activer la
microglie qui va secréter de nombreuses molécules proinflammatoires dans des quantités
neurotoxiques. Adapté de Tizard, 2016.
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L’ ensembl e de ces observations montre bien que lamort neuronalein vivo n’ est pas directement
induite par I'infection du neurone mais par des mécanismes impliquant d’autres acteurs
cellulaires et médiateurs solubles (Figure 26) (Tizard et al., 2016).

L’ étude de I'infection par BoDV dans des modéles in vitro permet de s affranchir du
développement d’une encéphalite qui s accompagne du recrutement de cellules immunitaires
périphériques et del’ activation des cellules gliales. Ces modéles permettent ainsi d’ analyser les
effets directs de I’ infection par le BoDV sur la physiologie neuronale et quelles pourraient en
étre les conséquences sur |le comportement.

4.5.1. Protection contre |e stress oxydatif

La protéine X du BoDV est une protéine qui a une affinité toute particuliere pour la
mitochondrie et qui est capable d inhiber I’ apoptose des neurones infectés (Poenisch et al.,
2009). La protéine X dispose également dans sa région carboxy-terminale d’'une activité
neuroprotectrice contre le stress oxydatif (Szelechowski et al., 2014). En effet, la protéine X
protege les neurones de la fragmentation axonale induite par des agents toxiques pour les
mitochondries. Aussi, I’administration intranasale d'un peptide dérivé de la protéine X
(contenant la région carboxy-terminale) prévient la neurodégénérescence des neurones
dopaminergiques dans un modéle murin aigu d’'induction de la maladie de Parkinson
(Szelechowski et al., 2014).

4.5.2 Effets sur les voies de signalisation

L’infection par le BoDV perturbe diverses voies de signaisation impliquées dans les
phénomenes de plasticité synaptique. Une de ces voies est la voie MAPK/ERK (mitogen-
associated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase) dont le réle crucia, entre
autres, dans la mise en place de la potentiaisation synaptique a long terme, a été détaillé
précédemment dans la premiére partie (Thomas & Huganir, 2004) ; le BoDV semble avoir des
effets différents sur la voie en fonction du moment de I'infection. En effet, dans les étapes
précoces de I'infection (quelques heures aprés le début de I'infection), la voie ERK est
constitutivement activée et favorise la réplication du virus. L’utilisation d'un inhibiteur
pharmacol ogique pour bloquer cette voie conduit aune forte diminution de la dissémination du
BoDV. Par contre, |le méme traitement sur une culture avec une infection déja bien établie, ne
permet pas de réduire la production du virus. Ainsi, dans ce cas, I’ activation de lavoie ERK
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permettrait de favoriser les étapes précoces de laréplication et ladissémination du virus (Planz
et al., 2001).Dans un autre contexte d étude, le BoDV a éé impliqué dans I'inhibition de
I’ activation de la voie ERK suite ala stimulation des neurones par des neurotrophines dont le
BDNF (brain derived neurotrophin factor) (Hans et al., 2004). Ceci engendre uneinhibition de
la synaptogenese, ¢’ est-a-dire laformation et le renforcement de synapses, lesquelles reposent
sur la stimulation au BDNF. Les synapses renforcées permettent la potentiaisation de la
transmission synaptique. De ce fait, méme s, al’ é&at basal |es neurones infectés ne présentent
pas moins de synapses que les neurones non infectés, la stimulation au BDNF n’ augmentent
plus le nombre de synapse a la surface des neurones infectés. De fagon intéressante, la voie
parait détournée au profit du virus puisque la stimulation au BDNF favorise la réplication du
BoDV dans les cellules, sans pour autant que les mécanismes moléculaires impliqués n'aient
étéidentifiés.

Le role de la phosphoprotéine P dans les perturbations des voies de signalisation semble étre
prépondérant. La simple expression de facon isolée de la phosphoprotéine P, par injection
stéréotaxique de vecteurs lentiviraux dans I’ hippocampe de souris, suffit a provoquer des
troubles de la mémorisation et de I’ apprentissage (Bétourné et al., 2018). Premierement, la
phosphoprotéine P peut interagir avec la protéine GABARAP (gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein), protéine structurale du principal récepteur inhibiteur dans le
cerveau. Cette interaction provoque larelocalisation de la protéine GABARAP du cytoplasme
versle noyau inhibant la signalisation GABAergique (Peng et al., 2008). De plus, laprotéine P
altére la production de facteurs importants pour la neurogenese et a la différenciation des
neurones et cible plus particulierement la différenciation des neurones inhibiteurs
GABAergiques (Scordel et al., 2015). La phosphoprotéine P est auss utilisée par le BoDV
comme « substrat leurre», une stratégie trés répandue chez les virus pour interférer ou
détourner certaines voies de signalisation a leur avantage. C' est-a-dire que la protéine présente
des sites d'interaction et de modifications post-traductionnelles qui peuvent étre reconnus et
utilisés par des protéines de la cellule héte. Ains, dansle cas d’ une infection par le BoDV, la
phosphoprotéine P est le « substrat leurre » d’ une kinase dont le role est central dans les voies
de signalisations neuronales et la plasticité synaptique : la protéine kinase C (PKC) (Citri &
Malenka, 2008). LeréledelaPK C est de phosphoryler des protéines de signalisation en réponse
alastimulation neuronale ou d un signa provenant d une neurotrophine. La phosphoproténe
P duBoDV, reconnue par laPK C, est phosphorylée par cette derniére qui ne pourraplusremplir
son role dans les voies dans lesquelles elle est impliquée (Schwemmle et al., 1997).
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De cette interférence avec |la PK C, découlent de nombreux effets qui sont détaillés dansla suite
de la section.

4.5.3. Effets sur les vésicules synaptiques

Le recyclage des vésicules synaptiques (VS) est un bon indicateur de I’ activité des
synapses suite a la stimulation puisqu’il est important pour la plasticité synaptique (Malgaroli
et al., 1995). Parmi les cibles de phosphorylation de la PKC on trouve les protéines SNAP25
(synaptosomal-associated protein, 25kDa) et MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate) qui sont des protéines impliquées dans la plasticité neuronale, en participant au
recyclage des VS (Antonucci et al., 2016). En condition d'infection par le BoDV, la

phosphoprotéine P interfére avec la PKC empéchant| la phosphorylation de SNAP25 et de
MARCKS a la suite d'une stimulation (Volmer et al., 2006; Prat et al., 2009). De fagon
surprenante, I infection n’ altére pas le recyclage constitutif des VS en I’ absence de stimulation.

Mais, en réponse a une stimulation, les neurones infectés ne montrent pas d’ augmentation du
recyclage des VS, ce qui diminue les capacités « plastiques » des neurones (Volmer et al.,
2006).

4.5.4 Effets sur I activité neuronale

L’ activité électrique desneuronesinfectés apu étreanaysée al’ aide d’ un dispositif MEA
(micro electrode array) qui permet d enregistrer en temps réel et en continu I’ activité des
réseaux neuronaux. Il permet également I’ gjout de drogues pour moduler |’ activité éectrique.
Aing, les cultures de neurones infectés ne semblent pas présenter de modifications
significatives de I’ activité spontanée, ni de modifications dans I’ augmentation de I’ activité
induite aprés une stimulation pharmacologique. En revanche, les neurones infectés présentent
un déficit dans les phénomenes de renforcement et de potentialisation de I’ activité neuronale
qui participent ala plasticité synaptique (Volmer et al., 2007). Cependant, I’ activité spontanée
et induite a I’échelle du neurone unique, en condition d’infection, n’a encore jamais été

explorée.
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4.5.5. Effets sur I’ épigénétique neuronale

La présence de la RNP dans le noyau aussi bien que la grande proximité des vSPOT de la
chromatine soulévent des questionnements quant a I'impact du virus sur |’ épigénétique
neuronale. Dans un modele de cellules OL, une dizaine de miARN ont été découverts comme
dérégulés par I'infection & BoDV (Zhang et al., 2016). Par exemple, le miR-146a est
surexprimé dans les cellules OL infectées mais également dans les neurones in vivo (Zhang et
al., 2019). Ce miARN favoriserait laréplication du virus en interférant avec la voie NF-xB qui
S active en réponse a une stimulation par des cytokines ou des facteurs pro-apoptotiques. Une
étude protéomique de neurones infectés in vitro a mis en évidence une diminution de
I'expresson de MeCP2 mais auss une diminution de I'acétylation de I’histone H2B
(Suberbielle et al., 2008).

Au cours de I'infection, la diminution de I’ acétylation de |’ histone H2B est causee par la
diminution de I’ activité des HAT (Bonnaud et al., 2015). Pour étre actives, les HAT doivent
étre phosphorylées par la PKC. Dans les neurones infectés, la PKC est détournée de ses
fonctions par la phosphoprotéine P et ne peut plus phosphoryler les HAT. Par conséquent, la
quantité d’ acétylation des histones est diminuée ce qui impacte la compaction de la chromatine
et in fine modifie I'expression de certains génes. De facon surprenante, en inhibant
pharmacol ogiquement I’ acétylation des histones en bloquant I action des HAT, la réplication
virae est diminuée (Bonnaud et al., 2015). Ces informations suggerent que le BoDV, en
modulant |’ épigénétique de la cellule héte, est capable de réguler sa propre réplication. Cette
baisse d' acétylation a également été observée directement dans I’ hippocampe de rats infectés
et associée a des troubles de la mémorisation (Jie et al., 2018). En revanche, les mécanismes
sous-jacents de ce rétrocontréle sur laréplication du virus ne sont a ce jour pas encore connus.
Dans le méme modele, la quantité d histone H3 acétylée est diminuée, conduisant a une
réduction de I’ expression de genes importants pour la neuroplasticité comme le BDNF. Des
traitements par des HDAC permettent de réduire en partie les troubles de la mémorisation
associés a ce défaut d acétylation (Jie et al., 2018).

Aing, I'impact du BoDV sur la physiologie neuronale dépend du modéle animal ou
cellulaire (lignée ou culture primaire de neurones), du moment de I’ infection et de la phase du
cycle de réplication. Chague élément pris séparément ne peut expliquer I’ensemble des

perturbations sur |e fonctionnement des neurones ou des |ésions observées dans les tissus.
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Mais, mis bout a bout, il est possible d avoir une vison d’ ensemble d une multitude de
mécanismes qui peuvent impacter le fonctionnement neurona en condition « normale » ou
pathologique.

Le BoDV apparait donc comme un modél e de choix pour éudier les maladies du SNC et
les dysfonctions neuronal es associées a la persistance d’ un virus dans les neurones, sans mort
neuronal e associée. De plus, I'impact de |’ infection sur |’ épigénétique neuronale est encoretres
peu décrit et |’ étroite interaction delaRNP du BoDV avec la chromatine suggére que le vSPOT

pourrait avoir d’ autres effets sur les modifications de la chromatine.
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IV. LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES DANS LA
NEUROINFLAMMATION

1. 'INFLAMMATION DANSLE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Le systéme immunitaire regroupe I’ ensemble des mécanismes et des acteurs de défense
qui permettent a un organisme de discriminer le soi du non-soi. En mettant de coté les barriéres
naturelles du corps telles que la peau ou les muqueuses, le systéme immunitaire est composé
de différents types cellulaires communiquant entre eux par des médiateurs solubles ou
membranaires. Communément, il est considéré qu'il y a deux types d’immunité : I'immunité
innée, rapide mais non spécifique et I'immunité adaptative, pluslente mais spécifique donc plus
efficace. L’ immunité innée représente la premiere ligne de défense de I’ organisme. Elle est
mise en jeu immédiatement apres une agression extérieure. Elle se base sur la reconnaissance
par des récepteurs de type PRR (Pattern recognition receptor), de motifs communs aun grand
nombre de micro-organismes pathogenes : les PAMP (pathogen associated molecular pattern)
ou de signaux de dangers émis par des cellules « anormales » : les DAMP (danger associated
molecular pattern). Enfin, elle fat intervenir plusieurs types cellulaires dont les
monocytes/macrophages, capables entre autres, de phagocyter les pathogenes. En deuxiéme
ligne, I'immunité adaptative est activée par des cellules présentatrices d’ antigénes, comme les
cellules dendritiques, qui sont au carrefour entre les deux types d'immunité. Les cellules
dendritiques peuvent présenter aux lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) des antigenes, issus de
pathogénes dégradés, pour les activer. Les LT CD4+ sont considérés comme des lymphocytes
auxiliaires ou helper. En effet, une fois activés ceux-ci vont aleur tour activer deux types de
celluleseffectricesles LT CD8+ dits cytotoxiques et leslymphocytes B (LB). Les premiers ont
pour rdle d’induire la mort des cellules infectées par divers mécanismes dont la sécrétion de
facteurs cytolytiques comme la perforine ou induire I’ apoptose par interaction ligand/récepteur.
Les deuxiemes, vont produire des anticorps spécifiques du pathogéne rencontré pour le
neutraliser. De plus, ces LT et LB peuvent devenir « mémoire », ¢’ est-a-dire qu’ils seront en
capacité de s activer plus rapidement et efficacement en cas de nouvelle rencontre avec I’ agent
infectieux. Tous ces mécanismes sont entretenus et permis par un ensemble de réactions, de
migration de cellules et de sécrétions de molécules regroupées sous |’ appellation

d'inflammeation.
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L’inflammation est un processus de défense immunitaire face a des agressions externes
ou internes pouvant étre de nature infectieuse, physique, chimique ou métabolique. Il est tres
difficile de donner une définition précise de ce qu’' et I'inflammation du fait de son caractére
multifactoriel. || peut étre cependant dit qu’ elle possede trois principales fonctions : éliminer la
cause de |’ agression, nettoyer le tissu endommagé et initier la réparation tissulaire. Elle fait
intervenir plusieurs acteurs, allant des cellules immunitaires dites résidentes (macrophages,
etc...), aux cellulesimmunitaires circulantes (LT, etc...) et aux médiateurs chimiques comme
les cytokines ou les chimiokines.

Le systéme nerveux possede son propre systeme immunitaire ains que des mécanismes
dinflammation spécifiques appelés « neuroinflammation », tout en interagissant avec les

cellulesimmunitaires systémiques.

1.1. Leconcept de la neuroinflammation

La neuroinflammation regroupe I’ ensembl e des processus de surveillance, de défense et
de réparation du SNC. Enfermé dans la boite cranienne, le cerveau est peuplé de cellules qui
ont un pouvoir de régénération limité. 1l ne peut donc pas supporter une importante réaction
inflammatoire telle qu’ elle se déroule en périphérie, sans subir de graves dommages. C'est
pourquoi, il adéveloppé une fagon originale de lutter contre les attaques qu’il regoit.

1.1.1.Labarriere hémato-encéphalite : une barriére sélective

Longtemps considéré comme un organe coupé de la périphérie, le cerveau dispose en
réalité d’ une barriére sél ective et étroitement control ée appel ée la barriére hémato-encéphalique
(Saunderset al., 2014). LaBHE aunrole essentiel de régulation des échanges d'ions, d'oxygéne
et de nutriments entre les compartiments du sang et du cerveau. Elle joue également un role
crucial dans la protection du parenchyme nerveux fragile en limitant I'invasion par des agents
pathogénes ou des toxines. Aujourd’ hui, la BHE est également appel ée unité neurovasculaire
(UNV) pour mieux rendre compte de la dynamicité de cette structure a I’ interface entre le

systéme vasculaire et le tissu neuronal environnant.
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Figure 27 : Illustration del’ organisation del’unité neurovasculaire.
D’ aprés Renaud, 2015.
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Les UNV sont formées de cellules endothéliales qui entourent les capillaires formant le
vaisseau sanguin en tant que tel. Ces cellules endothéliales sont liées entre elles par des
jonctions serrées et adhérentes. Les vaisseaux sont ensuite entourés de péricytes (réle dans la
différenciation et la prolifération des cellules endothéliales) puis d’ une lame basale servant de
support a des pseudopodes d' astrocytes qui forme la glia limitans. Les pseudopodes sont
également reliés par des jonctions communicantes et adhérentes permettant de moduler la
morphologie et la perméabilité de I'UNV (Figure 27) (Renaud et al., 2015). Méme en
conditions physiologiques, ces structures ne sont pas imperméables puisgu’ elles permettent, de
maniere étroitement régulée, I'entrée de cellules immunitaires périphériques circulantes
(Louveau et al., 2015). Auss, la BHE peut étre perméable également a certaines molécules,
comme les cytokines, par des mécanismes de diffusion passive, de transporteurs ou
d’ endocytose puis exocytose (Banks et al., 1995).

Du fait des caractéristiques de perméabilité de I’ UNV, I'inflammation périphérique peut

donc conduire a une neuroinflammation centrale.

1.1.2. Inflammation périphérique et neuroinflammation centrale

La neuroinflammation peut avoir deux origines. Une origine locale avec une activation
des cellules résidentes du SNC ou une origine périphérique ou, dans ce cas, I’inflammation
périphérique entraine I’ activation des cellules du SNC. Des infections du cerveau par des
pathogénes neurotropes peuvent induire une neuroinflammation qui peut évoluer vers une
encéphalite potentiellement Iétale (Klein et al., 2019). Des chocs physiques a la téte ou des
ischémies peuvent également étre sources d’ une neuroinflammation localisée (DiSabato et al.,
2016). Dansces conditions, lamicroglie est activée par détection de PAMP, ou de DAMP issues
de neurones endommagés et va déclencher une cascade neuroinflammatoire pour rétablir
I"homéostasie du cerveau.

Comme nous I’avons évoqué précédemment, la BHE constitue une barriere de
perméabilité sélective entre la périphérie et le SNC. Néanmoins, il est maintenant bien connu
que certains facteurs solubles et méme des cellulesimmunitairesissues de la périphérie peuvent
franchir cette barriére (Daneman & Prat, 2015). L’inflammation périphérique peut aussi, dans
certains cas, atérer la BHE, qui devient vulnérable et perd ses capacités de barriere. Ces
altérations peuvent étre physiques ou non physiques (Figure 28) (Varatharg) & Galea, 2017).
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Figure 28 : Illustration schématique des changements physiques ou non physiques de la
barriére hémato-encéphalique durant I'inflammation systémique.

Au cours d' une inflammation systémique, les médiateurs inflammatoires peuvent déclencher
une inflammation également dans le SNC. Ces médiateurs peuvent atérer les fonctions de
barriere imperméable de la BHE par des processus physiques ou non physiques, permettant
I’invasion du SNC par des médiateurs inflammatoires. D’ aprés Varatharaj, 2017.
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Lesaltérations physiques se caractérisent par une dégradation des strates dela BHE, notamment
des jonctions serrées des cellules endothéliaes et de laglia limitans, et pouvant également étre
accompagnées de |’ apoptose des cellules endothéliales. Cette rupture de la barriére facilite
I"infiltration de cellules immunitaires circulantes et des facteurs solubles. Les atérations non-
physiques consistent quant a elles a une activation des cellules endothéliales par des cytokines
pro-inflammatoires induisant une augmentation du transport de ces cytokines vers le SNC. De
plus, les cellules endothéliales activées vont produire et libérer de cytokines pro-inflammatoires
en direction du parenchyme cérébral (Skelly et al., 2013; Krasnow et al., 2017). De fait, une
neuroinflammation avec expression de cytokines pro-inflammatoires peut étre observée suite a
I"injection d'un PAMP bactérien en périphérie (Laye et al., 1994). Plus généralement, dans
certains cas, l'inflammation systémique peut induire une neuroinflammation. La
neuroinflammation peut étre provoquée lors de pathologies en périphérie, associées a une
inflammation, comme des infections virales (Yamato & Kataoka, 2015) ou des maladies
métaboliquestelles quelediabete ou |’ obésité (Van Dyken & Lacoste, 2018). D’ autres maladies
comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la sclérose en plaques sont
associées a une neuroinflammation (Saijo & Glass, 2011). Mais, il n'est pas encore tres bien
caractérisé s ces mal adies sont la cause de la neuroinflammation ou la conséguence, autrement
dit, c'est le probléme de « la poule et de I’ cauf ». Cependant, méme s ces maladies affectent
principalement le SNC, il est retrouvé des niveaux anormalement éevés de cytokines pro-
inflammatoires dans le SNC mais aussi en périphérie (Blum-Degena et al., 1995; Qin et al.,
2016; Itdiani et al., 2018; Chen et al., 2018).

Enfin, le vielllissement est aussi associé a la neuroinflammation et plus globalement de
I’inflammation en général (Di Benedetto et al., 2017). En effet, levieillissement s accompagne
d’une diminution de I’ efficacité du systéme immunitaire dans larésolution d’ une inflammation
suite a une infection ou un choc. |l est également observé I’ accumulation des dommages subis
par I’organisme au cours de sa vie, ains que, la senescence cellulaire. L’ ensemble de ces
déficiences crée ains un environnement pro-inflammatoire qui augmente avec |’ &ge sans se

résoudre, d’ ou la notion d’inflammaging.

Aing, bien qu'il existe un dialogue contrélé mais présent entre le SNC et la périphérie, le
SNC ne serepose pas sur le systeme immunitaire périphérigue en premiereintention pour lutter
contre une condition pathol ogique. Dans la suite de ce chapitre je vous présenterai les différents

acteurs de la neuroinflammation.
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1.2. Lesacteurslocaux de la neuroinflammation

Une fois mise de c6té I’implication des cellules immunitaires périphériques qui peuvent
dans certains cas infiltrer le SNC, la mgjorité des mécanismes de la neuroinflammation
implique des cellules résidentes dont les cellules microgliales. La microglie va dialoguer avec
les autres partenaires cellulaires du SNC que sont les neurones, les astrocytes et les

oligodendrocytes gréace ala séerétion de médiateurs solubles et d’ interactions cellulaires.

1.2.1.Lamicroglie

Les cellules microgliales sont considérées comme les principales cellules immunitaires
résidentes du cerveau et sont qualifiées de « macrophages résidents du cerveau ». Elle
représente 10 a 15 % des cellules du SNC et couvrent tout le territoire de ce dernier (Lawson et
al., 1992). La microglie différe cependant de ses « cousins» les macrophages en termes
d origines lors du développement. En effet, contrairement aux macrophages, les cellules
microgliaes ne sont pasissues delamoelle hématopoiétique, maisdu sac vitellin et ont coloniseé
le cerveau avant la formation de la BHE, trés t6t dans le développement. Chez I'Homme, les
cellules qui composent la microglie se renouvelent tres lentement, a hauteur de 28 % des
cellulestous les ans et ont une longue durée de vie d’ environ 4 ans (Réu et al., 2017).

Ces cellules sentinelles du cerveau sont trés dynamiques et ont un réle auss important en
conditions physiologiques qu’en conditions pathologiques. Leur morphologie est également
modifiée en fonction des conditions (Nimmerjahn et al., 2005). En conditions physiologiques,
les cellules microgliales sont des cellules ramifiées avec de multiples prolongements. Ces
prolongements, tres fins et trés longs, émergent du soma pour explorer I’ environnement et
détecter d’éventuels troubles de I'homéostasie. Elles remplissent le role « d' éboueurs » du
cerveau en éliminant les métabolites en exces ou les débristissulaires par phagocytose. De plus,
les cellules microgliales sont importantes pour la plasticité neuronale car elles jouent un réle
dans la réorganisation et le remodelage des circuits neuronaux en digérant par exemple la
matrice extracellulaire, facilitant ains le développement de nouveaux prolongements
(Tremblay et al., 2011; Augusto-Oliveiraet al., 2019). Dansle méme but, la sécrétion de BDNF
par lamicroglie joue un réle essentiel dans |’ apprentissage et |la mémorisation (Parkhurst et al.,
2013). Enfin, lamicroglie joue auss un role essentiel dans la neurogenese chez I’ adulte par la

sécrétion de neurotrophines et de cytokines anti-inflammatoires (Cope & Gould, 2019).
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Figure 29 : Polarisation M1/M2 de lamicroglie et leursfonctionsimmuno-régulatrices.
Aprésladétection d un signal de danger par lamicroglie, celle-ci est activée et se polarise selon
deux profils aux fonctions opposées. La microglie M1, pro-inflammatoire, participe a
I’ élimination du danger mais peut induire des dommages aux neurones. Lamicroglie M2, anti-
inflammatoire, permet d atténuer I'inflammation et de réparer les tissus pour limiter les
dommages au cerveau. TGF-p = transforming growth factor-f. Adapté de Nakagawa, 2015
(Nakagawa & Chiba, 2015).
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En conditions pathologiques, les cellules microgliales sont activées suite a la
reconnaissance de PAMP ou de DAMP, ala sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ou de
chimiokines et ala stimulation de certains récepteurs aux neurotransmetteurs comme I’ ATP
(adénosine triphosphate) qui est libéré par des neurones endommagés (Al-Onaizi et al., 2020).
Les cellules microgliales activées présentent alors une morphologie amiboide, adaptée a la
division et au déplacement. L’ ensemble des processus qui accompagnent |’ activation de ces
cellulesmicrogliales s appelle lamicrogliose. Le statut activeé delamicroglie oscille entre deux
états, dépendants des stimuli : un profil d activation classique pro-inflammatoire (cellule
microglidle M1) et un profil d activation alternatif anti-inflammatoire et réparateur (cellule
microglidle M2) (Bocheet al., 2013). LescellulesM1 vont avoir pour réle d’ éliminer lamenace
par phagocytose et de présenter les antigénes aux LT qui pourraient s'infiltrer s la BHE est
atérée. Les cellules M2 vont avoir des fonctions similaires aux cellules microgliales non
activées et vont en plus favoriser la production et le remodelage de la matrice extracellulaire,
inhiber I'inflammation ou éliminer les cellules mortes. Chacun des deux profils de microglie
va secréter un panel de facteurs solubles, propre aleur profil, dont des cytokines pro- (IL-18,
IL-6, TNFa) ou anti-inflammatoires (1L-10, TGF-p (transforming growth factor f)) permettant

une réponse adaptée ala situation (Figure 29).

Aing, lamicroglie se présente comme le pilier de la réponse inflammatoire du cerveau,
gréce a ses multiples fonctions et a sa flexibilité dans I’ expression et 1a sécrétion de facteurs
adaptés aux différentes conditions. Malgré son grand dynamisme, la microglie est capable
d’interagir physiquement avec tous les autres acteurs cellulaires du cerveau en servant de guide
ou de support. Ces autres acteurs que sont les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes
assistent et accompagnent la microglie, ou répondent a ses signaux lors du dével oppement de

la neuroinflammeation.

1.2.1.Lesastrocytes

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes du SNC puisqu’ils représentent 70 %
des cellules cérébrales. 1ls bénéficient d’une localisation tres stratégique entre leurs contacts
avec les cellules du SNC et les vaisseaux sanguins, en prenant part ala BHE. Ces cellules ont
avant tout un rdle dans I"homéostasie du SNC, dans le métabolisme neurona et dans la
modul ation dynamique de latransmission synaptique, commej’a pu le décrire dansle premier

chapitre. Dans |e cadre de la neuroinflammation, les astrocytes ont les mémes capacités que la
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microglie de changement d’ un état au repos a un éat activé, accompagné d’ un changement de
morphologie. Les astrocytes deviennent hypertrophiques et proliferent en réponse a
I” activation, processus appelé I’ astrogliose. De fagon générale, une fois actives, les astrocytes
remplissent les mémesfonctions que les cellules microgliales mais avec un éventail de réponses
plus restreint. Auss, contrairement aux cellules microgliales qui sont plutét mobiles et
atteignent de vastes territoires gréce a leurs prolongements, les astrocytes sont des cellules qui
ne bougent pas et qui restent confinés a leur environnement proche. Les astrocytes sont ains
capables de sécréter quelques cytokines pro- (IL-1B, IL-6, TNFa) et anti-inflammatoires (IL-
10, TGF-B), mais auss une plus grande variété de facteurs neurotrophiques que les cellules
microgliales (Renaud et al., 2015). Enfin, un desréles essentiel et propre aux astrocytes est leur
capacité a moduler la perméabilité de la BHE en favorisant le recrutement et I’infiltration des

cellulesimmunitaires périphériques (Farina et al ., 2007).

1.22.Les neurones et les oligodendrocytes: un roéle

immunomodul ateur

Les oligodendrocytes sont des cellules de soutien, dont les prolongements entourent les
fibres nerveuses pour former la gaine de myéine, favorisant ains la transmission de
I"information électrique. Les neurones et | es oligodendrocytes peuvent détecter laprésenced’ un
danger mais leur panel de signalisation est plus limité que pour les astrocytes et la microglie.
Ces deux types cellulaires ont un roéle majoritairement immunomodulateur. En effet, ces
cellules expriment de fagon constitutive des molécules anti-inflammatoires, telles que le TGF-
B ou lafractakine, qui permettent de maintenir lamicroglie al’ éat de repos (Paolicelli et al.,
2014). Cet environnement immunosuppresseur permet ainsi de contenir les débordements des
cellules de la microglie qui ont un arsena pro-inflammatoire trés important. Cela va plus
largement tempérer laréponse inflammatoire, en contrebal ancant |a sécrétion de médiateurs qui
pourraient étre trop déléteres pour I'intégrité du tissu. De plus, ces cellules expriment les
récepteurs aux facteurs libérés par la microglie et les astrocytes, les rendant sensibles a la
signalisation induite par ces facteurs (Renaud et al., 2015).

Ains laneuroinflammation implique toutesles cellules résidentes du SNC qui dialoguent
par des contacts et via la sécrétion de facteurs solubles. L’ ensemble de ces facteurs compose
une balance entre pro- et anti-inflammation. Dans un cerveau sain, il y a un équilibre entre

signaux pro- et anti-inflammatoires. En conditions pathologiques, la neuroinflammation se
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Figure 30 : Dynamiquedelaréponse neur oinflammatoir e, de laneur oinflammation aigué
ala neuroinflammation chronique.

La neuroinflammation aigué est une séquence d'événements, coordonnée par de nombreux
facteurs qui, en conditions physiologiques, est suivie d' une phase de résolution. En cas de
défaut des voies de résolution, I’ action des médiateurs proinflammatoires perdure, conduisant
a une neuroinflammation chronique délétére. Adapté de Barnig, 2019 (Barnig et al., 2019).
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caractérise aors par larupture de cet équilibre. Les neurones, en étant les cibles des actions des
astrocytes et de la microglie, se modifient en termes de fonctionnement, de réponse et parfois
méme de survie. Finalement, celalie directement la neuroinflammation a des conséquences sur
le comportement. Mais, méme si |a neuroinflammation a souvent été mise en évidence dans des
troubles du comportement et de I’ apprentissage, I’ é&ude de sa contribution a la pathogenése de

ces troubles est un domaine émergent.

2. LA NEUROINFLAMMATION : IMPACT SUR LE COMPORTEMENT

La neuroinflammation peut étre la conséquence d une inflammation périphérique ou
d’une situation pathogénique directement dans le SNC. Elle peut étre aigué et transitoire,
favorable a une résolution rapide, ou aigué et intense et entrainer la mort (encéphalite).
L’inflammation peut devenir chronique et créer un environnement pro-inflammatoire
potentiellement délétére pour les tissus cérébraux (Figure 30). La compréhension de I'impact
de la neuroinflammation, quelle que soit son origine, sur le comportement, permet de mettre en
place des modéles notamment pour étudier le potentiel thérapeutique de molécules.

2.1. Laneuroinflammation aigué et le sickness behavior syndrome

La neuroinflammation aigué est une inflammation transitoire et contrélée, qui fait
intervenir |’activation des cellules gliales résidentes et la production de cytokines pro-
inflammatoires avec, dans certains cas, I'infiltration de cellules immunitaires adaptatives
périphériques (Ludlow et al., 2016). Elle est induite en réponse a une infection du SNC, un
traumatisme crénien ou une inflammation en périphérie, qui activent I’inflammation au niveau
du SNC.

2.1.1.Le sickness behavior syndrome

Lorsgu’ unindividu attrape la grippe ou une gastro-entérite, des symptémes neurol ogiques
communs aux deux maladies peuvent apparaitre, a savoir : des maux de téte, de lafatigue, la
perte del’ appétit et parfois de lafiévre. Ces symptdmes, non spécifiques de ces maladies, mais
auss assez €loignés des signes de I'atteinte des poumons et du tractus digestif (cibles de ces
virus), découlent de I'impact de I'inflammation périphérique sur le cerveau. La
neuroinflammation aigué qui est induite par ces infections, déclenche une combinaison de
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symptémes neurol ogiques comme symptémes « secondaires » de lamaladie, et aété appeléele
sickness behavior syndrome (SBS) (Jurgens et al., 2012).

Les symptdmes neurologiques déclenchés par des pathologies touchant les organes en
périphérie ont été décritsil y alongtemps, maisc’ est Benjamin Hart en 1988 qui donnale nom
de SBS et un sens a ces symptomes (Hart, 1988). Il définit dorsle SBS comme « une stratégie
comportemental e organisée et évoluée des animaux et des Hommes malades, pour faciliter le
réle delafievre afin combattre une infection virale ou bactérienne ». Ce syndrome a été associé
presgue exclusivement aux cytokines pro-inflammatoires et a leur impact sur les fonctions
neuronales. Le SBS regroupe donc plusieurs altérations du comportement qui ont pour but de
favoriser une résolution rapide de I’ infection ou du traumatisme : |éthargie, faiblesse, anxiété,
malaise, apathie, incapacité a se concentrer, fatigue, perte d appétit, hypersomnie, perte
d’intérét pour les activités sociaes et fievre (Dantzer, 2001). L’ objectif des cytokines pro-
inflammatoires dans le cerveau est donc d’induire une forme d’ inactivité pour recentrer toute
I’énergie produite par I’ organisme dans la lutte contre le pathogéne. Le mécanisme évolutif
sous-jacent de protection est, qu’ un individu souffrant de SBS va limiter sesinteractions et ses
prises alimentaires pour éviter de contaminer ou d’ étre, a nouveau contaminé. En effet, dansun
contexte naturel, un animal malade et anxieux se cachera pour passer inapercu puisque ses
capacités de fuite sont limitées. De plus, I” hypersomnie favorise la mise en place delamémoire
immunitaire, compte-tenu de ce qui est connu du réle du sommeil dans I'immunité. En effet,
les hormones produites durant les phases de sommeil favorisent lamise en place de I’immunité
adaptative en renforcant la présentation d’ antigenes aux LT (Besedovsky et al., 2012).

2.1.1.Etudier le sickness behavior syndrome : modeles et tests

comportementaux

L e développement de ces symptdmes est retrouvé en induisant une réponse inflammatoire
systémique par injection de PAMP comme le lipopolysaccharide bactérien (LPS) oulepoly (I :
C) (ARN bicaténaire synthétique immunostimulant mimant la présence de génome viral) dans
des modél es de rongeurs (Cunningham et al., 2007). De plus, des cytokines pro-inflammatoires
recombinantes comme I'lL-1p, I'IL-6 ou le TNFa peuvent étre injectées aux rongeurs pour
étudier avec précision I'impact de chacun de ces médiateurs. Leur injection peut se faire par
différentes voies en fonction de I’ information recherchée. En effet, I’injection peut se faire par
voie intra-péritonéale pour étudier le réle de I'inflammation périphérique sur la

neuroinflammation centrale, ou par voie intra-cérébroventriculaire pour étudier I'induction
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directe d'une neuroinflammation centrale. Des animaux ayant regu du LPS ou des cytokines
pro-inflammatoires souffrent, trés tot, d’ une perte de motivation associée a une diminution de
laprise aimentaire, et ce indépendamment de lavoie d’injection (Layé et al., 2000; Elander et
al., 2007). De plus, le SBS se caractérise auss par de |’ anxiété et un syndrome dépressif. Le
premier peut étre évalué sur les rongeurs en utilisant le test du labyrinthe en croix surélevé
(EPM : éevated plus maze). Brievement, le dispositif se présente comme une plateforme
surélevée a quatre bras. Deux bras sont fermés par une paroi opague et deux bras sont ouverts.
Lasourisest déposée au centre du dispositif, ses déplacements sont enregistrés et |e temps passe
dans chaque bras est déterminé al’aide d’ un logiciel de tragage. Les animaux peuvent choisir
d aller se cacher dans les bras fermés, rassurants, ou d aller dansles bras ouverts, plus exposés
mais permettant d’ explorer I’ environnement distal. Aprés quelques heures de traitement, des
souris injectées intra-péritonéalement avec du LPS tendent a passer moins de temps dans les
bras ouverts, que les souris non traitées, montrant que la neuroinflammation induite par le LPS
diminue I’envie d explorer des souris et les rend plus anxieuses (Sabedra Sousa et al., 2019).
Pour la dépression, le test de nage forcée permet d’ évaluer I'étendue du comportement de
résignation et d'abandon de I'instinct de survie des souris. Les animaux sont placés dans un
cylindre rempli d'eau et le temps d immobilité des souris est évalué. Plus une souris sera
dépressive, moinselle essaierade nager. C' est le cas des sourisinjectées avec du LPS qui restent
plus longtemps immobiles dans I’ eau que les souris non traitées (Sabedra Sousa et al., 2019).

Le SBS, qui contient une composante dépressive, apparait quelques heures apres le
développement de I’ inflammation et peut durer quelques jours.

Aing, laneuroinflammation aigué est bien caractérisée et une mgjorité desintermédiaires
a été identifiée. L’ensemble des modeles développés permet maintenant d éudier finement
I"impact d'agents thérapeutiques afin de favoriser la résolution de la neuroinflammation et
limiter les symptdémes associés a cette derniére (Dokalis & Prinz, 2019).

Mais, méme s la neuroinflammation aigué est plutdt considérée comme bénéfique et
résolutive pour I'individu, la persistance de niveaux importants de cytokines pro-
inflammatoires et |e passage ala chronicité peuvent avoir des effetsirréversibles, plus déléeres

sur les fonctions cognitives.
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Figure31: L’enzymelIDO et la voie kynurénine dans la neuroinflammation chronique.
L’enzyme IDO peut étre activée dans les macrophages mais également dans la microglie
activée. Son action de métaboliser le tryptophane ades conséquences dél étéres sur les fonctions
neuronales et les fonctions cognitives. KATIlI = kynurénine-aminotransférase Il ; KMO =
kynurenine-3-monooxygénase ; 3-HAO = acide 3-hydroxyanthranilique oxydase. Adapté de
Haroon, 2012 (Haroon et al., 2012).
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2.2. Laneuroinflammation chronique

2.2.1.Du sickness behavior syndrome ala dépression

Le SBS est une réponse adaptative de I héte pour faire face a une infection ou un choc. Mais,
gue se passe-t-il lorsque le SBS, censé étre aigu et transitoire, ne I’est plus et que la réponse
dure dans e temps et/ou est disproportionnée par rapport al’ événement déclencheur ? C' est ce
qui est retrouvé dans de nombreuses maladies inflammatoires chroniques. En 1999, Raz
Yirmiyaest le premier psychobiologiste afairel’ anaogie entre le SBS et ladépression, qui est
une composante commune a presque toutes les madadies inflammatoires chroniques (Yirmiya
et al., 1999). En effet, ces deux syndromes ne peuvent pas étre mis en paraléle méme s'ils
présentent les mémes symptémes. D’un cété le SBS apparait comme de courte durée et
globalement positif pour I'individu. D’ un autre c6té, la dépression sinstalle dans le temps et
engage des dysfonctionnements neuronaux plus ou moins irréversibles. Par exemple, lors du
SBS, I' activité motrice chez la souris est rapidement récupérée aprés quelques jours, mais le
caractére dépressif de résignation se résout plustardivement que les autres symptdmes (Frenois
et al., 2007). De plus, la dépression implique d autres acteurs et impacte plus spécifiquement
certaines régions du cerveau. En effet, |a neuroinflammation chronique, via les cytokines pro-
inflammatoires, induit I’expression et |’ activation constante de |’enzyme indoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO) de la voie kynurénine, dans les macrophages circulants ou les cellules
microgliales activées. Cette activation de lavoie kynurénine sefait plus précisement au niveau
del’ hippocampe (Moreau et al., 2008; Andréet al., 2008). Cette enzyme a pour but de dégrader
le tryptophane en kynurénine. La kynurénine peut ensuite ére transformée par réactions
enzymatiques en acide quinolinique. L’ acide quinolinique est un agoniste des NMDAR et sa
fixation peut provoquer une excitotoxicité pour les neurones. La kynurénine peut auss étre
métabolisée en acide kynurénique qui est un antagoniste des NMDAR. En fonction des
circonstances, cet effet peut étre neuromodul ateur et diminuer la surexcitation des neurones ou
bien inhiber les neurones et conduire a des dysfonctions neuronales. Le tryptophane sert de
précurseur pour la synthése de la sérotonine, un neurotransmetteur important dont I’ absence ou
la faible quantité sont liés au développement de la dépression (Kraus et al., 2017). Par
conséguent, la diminution de la biodisponibilité du tryptophane, suite a sa dégradation par
I"’enzyme IDO, induit une diminution de lafabrication de la sérotonine et la production accrue
de composés excitotoxiques (Figure 31) (Dantzer, 2009; Na et al., 2014). Par exemple,
I"induction d’ une neuroinflammation chronique, par injection du Bacille de Camette-Guérin
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(BCG), a pour conséquence le développement d'un syndrome dépressif, caractérise par
I"augmentation de I’expression d’'IDO. Les souris ont tendance a rester plus longtemps
immobiles dansletest de nageforcée sans pour autant présenter |es symptomes caractéristiques
du SBS (perte d appétit, perte de motricité€) (Moreau et al., 2008; O’ Connor et al., 2009).
Egalement, la neuroinflammation chronique induite par I’obésité, en plus d'étre souvent
associée a un comportement anxieux, augmente la probabilité de développer une dépression
suite & un stimulus immunitaire par I’ activation de I’enzyme IDO (André et al., 2014). Enfin,
la dépression peut impliquer directement les cytokines et en particulier I'lL-1B. En effet, le
syndrome dépressif observe chez les souris par une diminution de I interaction sociae, suite a
I’induction de stress pendant 5 semaines, est dépendant de I’ IL-1B (Goshen et al., 2008). Les
mémes résultats sont obtenus en mimant une inflammation chronique de plusieurs semaines par
infusion systémique en continue d'IL-1f par I’'intermédiaire d’un systéme de mini-pompe
osmotigue en sous-cutané.

Aing, la neuroinflammation aigué peut évoluer en une forme chronigque accompagnée de
niveaux élevés de cytokines et d’un syndrome dépressif. La dépression est associée a une
diminution du volume de I’ hippocampe causée par une atrophie des neurones hippocampiques
et une diminution de la neurogenése (Boku et al., 2018) A I heure actuelle, il N’ est toujours pas
bien caractérisé qui, de la diminution du volume de I’ hippocampe ou de la dépression est a
I’origine de |’ autre (Sheline, 2011). Cestroubles dans | es structures hippocampiques pourraient
expliquer également des troubles de la mémorisation et de |’apprentissage lors de la

neuroinflammation chronique.
2.2.1. Neuroinflammation chronique et mémoire

Impact de la neuroinflammation chronique sur la mémoire

Beaucoup d’ éudes ont établi le lien entre neuroinflammation chronique et perturbation
des capacités de mémorisation. Cependant, I’ é&ude des mécani smes sous-jacents est un domaine
émergent de recherche, qui permet de mieux identifier les acteurs impliqués. Afin d' éudier
I'impact de la neuroinflammation sur le comportement, des études ont proposé différents
modél es afin de recréer une neuroinflammation chronique. Les capacités d apprentissage et de
mémorisation peuvent étre testées en utilisant le test de la piscine de Morris mais auss le test
de novel place recognition (NPR), qui impliquent I” hippocampe (mémoire spatiae) et le test
du novel object recognition (NOR) qui ne dépend pas seulement de I’ hippocampe (mémoire

de reconnaissance).
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Brievement, pour letest delapiscine de Morris, lessouris sont disposées dans une piscine
divisée en quatre quadrants dont un contient une platef orme juste en dessous du niveau de |’ eau.
Lasourisvaalors nager pour trouver la plateforme pour « sortir » del’ eau. L’ exercice consiste
aévaluer, sur plusieurs sessions d'essais réparties sur plusieursjours, le temps mis par la souris
pour atteindre la plateforme. Cela permet ains d’ évaluer son apprentissage de la position de la
plateforme en se repérant dans I’espace. Avec |’ apprentissage, le délai pour atteindre la
plateforme se réduit chez la souris saine. Le principe destests NPR et NOR consiste aplacer le
rongeur dans une aréne contenant deux objets identiques et de laisser le rongeur explorer
plusieurs minutes. Une deuxiéme session est réalisée quelques heures (NPR) ou une journée
(NOR) plustard et dansle cas du test NPR, un des objets a été déplacé alors que dansle casdu
test NOR, un des objets est remplacé par un autre compléetement différent. Ces tests reposent
sur une préférence pour la nouveauté et la capacité d’ exploration naturelle des rongeurs. Le
temps passe avec chaque objet lors de la deuxiéme session est chronométré et le rongeur sain
aura tendance a passer plus de temps avec la nouveauté : |’ objet déplacé ou changé. Aing,
quelques heures entre les deux sessions pour le NPR suffisent & impliquer seulement la
consolidation de lamémoire spatiale qui se limite alafonction de I’ hippocampe. Au contraire,
une journée entre les deux sessions implique le stockage de la mémoire et la sollicitation de
plusieurs régions du cerveau dont le cortex (Denninger et al., 2018).

Dans une étude, du LPS a été administré chroniquement dans le cerveau de rats gréce a
une mini-pompe implantée en sous-cutané. Lamini-pompe estici reliée aune canule qui permet
I"infusion directement dans le quatriéme ventricule du cerveau. Ce dispositif garantit la
diffusion d' une concentration précise d’ une molécule en continu, tous les jours, durant quatre
semaines. Lesrats ayant dével oppé une neuroinflammation suite al’ injection de L PS présentent
alors des défauts de la mémoire spatiale hippocampo-dépendante (montrés gréce au test de la
piscine de Morris et letest NPR), mais pas de lamémoire non hi ppocampo-dépendante (montré
par letest NOR) (Belarbi et al., 2011). De plus, les fonctions de I” hippocampe sont également
altérées dans un model e de neuroinflammation chronique, médié par une infection par le virus
influenza A chez la souris (montré par le test de la piscine de Morris) (Hosseini et al., 2018).
Malheureusement, dans ces études, la stimulation de la sécrétion complexe de nombreuses
cytokines par la stimulation LPS ou infectieuse, ne permet pas de déterminer le rble

prépondérant d’ une signalisation cytokinique.
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Des modél es de neuroinflammation chronique utilisant des stratégies de surexpression de
la cytokine IL-1B, spécifiquement dans |’ hippocampe, ont éé mis en place pour étudier ses
effets sur la mémoire. Les résultats obtenus suggerent une atération de la mémoire spatiale
dépendante de I” hippocampe chez la souris (montré par |e test de la piscine de Morris) (Moore
et al., 2009). Une autre éude utilisant une autre stratégie permettant la surexpression de I’ IL-
1B dans I” hippocampe ne révele pas d’ atération des résultats du test NPR mais des différences
sont observées suite a un test de discrimination de motifs déplacés. Ce test impliquant auss
I” hippocampe, les auteurs ont donc également conclu que la surexpression chronique d’IL-1
perturbait la mémoire hippocampo-dépendante (Hueston et al., 2018). Cependant, la
surexpression de la cytokine dépasse largement les quantités pathol ogiques observées lors de
la neuroinflammation chronique et impliqguent une perte de population de la niche
neurogénique. Ces résultats révélent donc la difficulté de mettre en place un modéle pertinent
et reproductible. Les conséquences d’ une neuroinflammation chronique sur la mémoire
dépendraient alafois du choix de I’inducteur, de son mode de diffusion et de |’ espéce utilisée.

Auss, comme je I'al décrit plus haut, I’ obésité est associée a une neuroinflammation
chronique. Destravaux ont donc permisd’ étudier I'implication de laneuroinflammation induite
sur les troubles du comportement observé dans cette maladie. Dans un modéle de souris,
rendues obeses a la suite d’ un régime riche en lipides, une étude a montré, en utilisant le test
NPR, que la neuroinflammation induite est associée a une perte de la mémoire hippocampo-
dépendante apres 4 semaines de régime gras (Del Rio et al., 2016).

Le vieillissement est auss accompagné d une neuroinflammation chronique et la
production de cytokines pro-inflammatoires. Des souris jeunes et des souris agées ont été
soumises aux tests NPR et NOR, et les souris agées ont présenté des défauts de la mémoire
spatiale dépendante de I” hippocampe seulement (Labrousse et al., 2012). La production d’ Ap,
qui conduit alamaladie d Alzheimer, est également associée ala neuroinflammation durant le
vieillissement, |’ un entrainant la production de I’ autre et vice versa (Minter et al., 2016). Afin
d analyser le r6le de I’ Ap dans le développement des troubles mnésiques observés durant le
développement de la maladie d’ Alzheimer, du peptide AP a été administré a des jeunes rats.
Ceux-ci ont aors développé des troubles de la mémoire hippocampo-dépendante, avec des
performances fortement diminuées pour le test de la piscine de Morris (Lesné et al., 2006).
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Ains, la neuroinflammation chronique est associée a des troubles de lamémoire maisles
mécanismes moléculaires conduisant a ces troubles ne sont encore pas tres bien caractérisés.
Cette neuroinflammation déclenche un panel de symptomes et de perturbations qui évoluent en
fonction de I'intensité et de la durée de celle-ci. Les différentes études ont mis en avant que,
parmi les facteurs de la neuroinflammation, la présence d'IL-1 suffisait & reproduire certains
troubles comportementaux. En revanche les mécanismes sous-jacents de I'effet de I'IL-1p
chronique sur le fonctionnement neuronal et conduisant a des troubles de la mémoire restent

peu explorés.

3. L'INTERLEUKINE-18 DANSLE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Les troubles du comportement observés durant la neuroinflammation ont été associés a
laproduction de cytokines pro-inflammatoires. Ces cytokines peuvent étre produites et libérées
par des cellules résidentes du SNC comme lamicroglie ou les astrocytes, mais également par
des LT infiltrants. Comme indiqué précédemment dans ce chapitre, des cytokines pro-
inflammatoires issues d’ une inflammeation en périphérie, peuvent également franchir laBHE et
atteindre le SNC afin d'activer les cellules gliales. Au départ, uniquement associées a la
neuroinflammation et donc a des conditions pathologiques, les cytokines pro-inflammatoires
remplissent aussi un réle dans le développement et la plasticité neuronae. L’impact des
cytokines sur la physiologie neuronale a donc été largement étudié que ce soit en conditions
physiologiques ou en conditions pathol ogiques.

Les principales cytokines pro-inflammatoires détectées dans la neuroinflammation sont
I"IL-1B, I'IL-6 et le TNFa. L'IL-1B reste la cytokine la plus étudiée dans le cadre de la
neuroinflammation et plus particulierement son impact dans les maladies neurologiques et les

troubles de I’ apprentissage.

Dans la suite du chapitre, je présenterai les fonctions connues que remplit I'lL-1f en

conditions physiologique et pathologique sur la plasticité et les fonctions neuronales.
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Figure32: Voiesdesignalisation del’IL-1p.

(A) En réponse au signa 1 (PAMP et DAMP), la cellule transcrit la forme immature de I IL-
1B : laforme pro-1L-1B. Enréponse au signal 2 (ATP, etc...), lacaspase 1 est recrutée et activée
par I'inflammasome NLRP3 pour cliver le forme pro-1L-1f et générer laforme maturedel’ IL-
1B qui est ensuite libérée. (B) L' IL-1p peut se fixer a son récepteur IL-1R1, qui en se couplant
avec le co-récepteur 1L-1R3 va activer des voies de signalisation permettant I’ expression de
genes cibles. L'IL-1p peut auss se fixer au récepteur |L-1R2 sous sa forme soluble libre ou
ancrée alamembrane mais cela ne déclenchera pas de signalisation. L’ antagoniste |L-1ra peut
se fixer sur lerécepteur 1L-1R1 et entrer en compétition avec I’ IL-1p. Adapté de Murray, 2015
(Murray et al., 2015).
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3.1. Genéralités

3.1.1. Lafamille desinterleukines-1

Lafamille des IL-1 est une grande famille composée maintenant de onze membres, qui
sont codés par des génes différents. Les trois principaux membres sont parmi les premiers a
avoir été découverts et caractérisés : deux agonistes, IL-1a et IL-1p, et un antagoniste naturel
IL-1ra (IL-1 receptor antagonist) (Dinarello, 2018). Les deux agonistes présentent beaucoup
de similitudes dans|eur production et leur mode d’ action mais pour la suite nous développerons
ce qui est connu pour |"1L-1p.

La production et lalibération d’'IL-1p fait intervenir deux signaux inducteurs. D’ abord,
I"IL-1pB est synthétisée sous laforme d’ un précurseur de 33 kDa (pro-IL-1p). A I’ éat basdl, la
cytokine pro-IL-1p est constitutivement exprimée mais a des niveaux tres faibles. Mais, la
détection de PAMP ou de DAMP par la cellule via les PRR, active de fagon efficace la
transcription et la traduction, via la voie NF-xB, du précurseur pro-IL-1f3. Dans un deuxieme
temps, I’inflammasome NLRP3 est assemblé afin de convertir la caspase-1 en sa forme active
qui vacliver le précurseur pro-IL-1p en IL-1p mature (17 kDa) qui sera ensuite sécrétée hors
delacellule. Les mécanismes qui constituent ce deuxieme signal font intervenir des signaux de
danger al’ extérieur delacellule comme par exemplelaliaison d’ ATP (considéré auss comme
un DAMP) a son récepteur (signal 2) (Murao et al., 2021) (Figure 32A). Cependant, les
modalités de libération de la cytokine ne sont pas encore bien caractérisées. De fagon
intéressante, I’ IL-1p peut auss amplifier sa propre production sans passer par I activation des
PRR. L'IL-1B peut se fixer sur son récepteur IL-1R1 (IL-1p receptor type 1) ala surface des
cellules cibles. La liaison permet le recrutement et la liaison du co-récepteur IL-1R3
(anciennement appelé IL-1RACP (IL-1f5 receptor accessory protein)) a IL-1R1. Les deux
proténes disposent de domaines intracellulaires TIR (Toll-interleukin receptor) qui, une fois
rapprochés, recrutent la protéine MyD88 qui va déclencher une cascade de kinases activant
majoritairement la voie NF-xB ou sinon les voies MAPK (ERK, JNK, p38). Selon la voie
activée, la signdisation de I'lL-1B sur son récepteur permet d'induire la transcription
d interférons, de cytokines amplifiant en conséquence la réponse inflammatoire (Figure 32B)
(Weber et al., 2010; Dinarello, 2018).
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Figure 33: Organisation des récepteurs IL-1R neuronaux et des différentes voies de
signalisation engagees.

A faibles concentrations, I'[L-1p a pour corécepteur IL-1RACPb et peut déclencher une voie de
signalisation dépendante de Src ayant des conséquences bénéfiques pour les neurones. Au
contraire, afortes concentrations, I’ IL-1 apour corécepteur 1L-1R3 qui déclenche une cascade
de signalisation impliquant p38 et ayant des consequences délétéres pour les neurones. Adapté
de Prieto, 2015.

130



Deux régulateurs existent de fagon naturelle afin de limiter une trop forte signalisation de
I"IL-1B, qui serait délétére. D’ abord |’ antagoniste IL-1raqui est capable d’ entrer en compétition
avec I'IL-1p pour lafixation sur le récepteur IL-1R1. Une quantité tres supérieure ala quantité
d'IL-1B est cependant nécessaire pour observer un blocage de la signalisation. Auss, il existe
un récepteur dit récepteur « leurre » I'lL-1R2, capable de lier I'IL-1p mais qui ne dispose pas
du domaine intracellulaire TIR. De ce fait, la formation du complexe IL-1p/IL-1RV/IL-1R2
n'induira pas de cascades de signalisation en aval (Dinarello, 2011). Ce méme récepteur
« leurre » existe auss sous-forme soluble sécrétée, permettant de capter I'IL-1p et réguler les
quantités de cytokines dans le milieu extracellulaire afin de moduler le déclenchement d’ une

voie de signalisation.

3.1.2.L’IL-1p et ses récepteurs dans |e cerveau

Touslesmembresdelafamilledes|L-1 sont exprimésdans|e cerveau sain et des niveaux
faiblesd'IL-1p sont détectés, avec une expression plus marquée au niveau du systéme limbique.
Toutesles cellules du SNC sont capables de synthétiser del’ IL-1 mais|es cellules spécialisées
comme lamicroglie et les astrocytes sont les producteurs majoritaires (Fogal & Hewett, 2008).

Le récepteur et le co-récepteur de I'IL-1p sont également exprimés dans tout le cerveau
mais principalement au niveau de I’ hippocampe (Farrar et al., 1987; Fogal & Hewett, 2008).
Par contre le récepteur 1L-1R2 n’est pas détecté au niveau encéphaique. Toutes les cellules
expriment les récepteursal’ IL-1B, mais a des niveaux variables en fonction des régions et des
conditions. Les neurones hippocampiques expriment constitutivement le récepteur, tandis que
les cellules glides ont besoin d'un stimulus inflammatoire pour exprimer fortement le
récepteur. Le méme stimulus induit auss une augmentation de |’ expression du récepteur IL-
1R1 par les neurones (Friedman, 2001). Concernant le co-récepteur IL-1R3, les neurones
I’ expriment a des niveaux tres faibles contrairement aux astrocytes qui I’ expriment fortement.
En revanche, dans |’ hippocampe, seulement les neurones expriment une autre isoforme du co-
récepteur IL-1R3 : I'IL1RACPb, qui leur permet d'induire une réponse unique al’IL-1f (Smith
et al., 2009; Huang et al., 2011). L’implication de I’un ou I’ autre des co-récepteurs dans la
signalisation de I’ IL-1B dépend de la concentration en IL-1p et ne déclenchent pas |’ activation
des mémes voies de signalisation (Figure 33) (Huang et al., 2011). De facon intéressante,
contrairement aux astrocytes, les neurones stimulés par I'[L-1p n’induisent pas une cascade de
signalisation qui dépend de la voie classique NF-kB (Srinivasan et al., 2004). A faible
concentration, I’ 1L-1p active des voies dépendantes de |a phosphorylation de la tyrosine kinase
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Src via sa liaison au récepteur 1L-1RACPb, aors qu’a plus forte concentration, I'lL-1p active
des voies dépendantes de la phosphorylation telles que la voie p38/MAPK via le co-récepteur
conventionnel 1L-1R3 (Huang et al., 2011). Cette double induction du signal implique des
fonctions et des conséquences différentes de la signalisation en fonction de la concentration
d'IL-1B. Aing, la signdisation induite via le co-récepteur conventionnel IL-1R3 est mise en
jeu principalement dans les processus de I’ inflammation et des dommages neuronaux alors que
le co-récepteur |L-1RACPb a plutdt un réle trophique en favorisant la survie des neurones et la
plasticité neuronale (Figure 9) (Smith et al., 2009; Gosselin et al., 2013; Prieto et al., 2015). De
fait, une augmentation du ratio IL-1R3/IL-1RAcPb, associée au vielllissement, semble
également étre impliquée dans |’ augmentation delavulnérabilité desneuronesal’IL-1 (Prieto
et al., 2015).

Enfin, les niveaux d’ expression du récepteur 1L-1R1 apparaissent enrichis al’intérieur
des compartiments post-synaptiques. Cette localisation des récepteurs est associée a une
interaction moléculaire entre le récepteur IL-1R1 et une des sous-unités des récepteurs
NMDAR : le GIUN2B, et cette association est amplifiée lorsque les neurones sont traités avec
du NMDA (Gardoni et al., 2011). Auss le traitement a I'lL-1p ou au NMDA induit une
augmentation de la présence des IL-1R1 au niveau des zones post-synaptiques. Ces résultats
suggerent donc qu’ un rapprochement entre I’IL-1R1 et le NMDAR pourrait avoir lieu durant
la neuroinflammation et participer a sa mise en place. Auss, ces résultats suggerent que la
signalisation par I'[L-1p pourrait moduler lesfonctions des NMDAR.

Cependant, tous ces mécanismes ont été mis en évidence sur des cultures de neuronesin
vitro ou sur des coupes d’ hippocampes traitées avec de I’ IL-1p en aigu.

De nouveaux modeles ont alors émergé permettant d’ étudier la signalisation de I’ [L-1f
dans le cerveau. En effet, des modéles de souris déficientes pour le récepteur 1L-1R1,
spécifiquement dans certaines cellules du SNC, ont permis de mettre en évidence les fonctions
de cette signalisation en fonction du type cellulaire (Liu et al., 2019; Pinteaux et al., 2020). Ces
modéles et ces approches représentent donc une opportunité trés intéressante pour étudier avec
précision I'impact delasignalisation del’IL-1B sur des mécanismes précis. Méme s ce déficit
congtitutif en IL-1R1 peut avoir un impact sur la maturation des régions du SNC impliquées
et/ou mettre en jeu des mécanismes compensatoires.
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Aing, I'IL-13 a un role tres particulier dans le SNC du fait des nombreuses
caractéristiques exclusives de sa signalisation dans le SNC. Notamment, son expression, auss
bien que celle de son récepteur, trés localisées au niveau du systeme limbique et plus
particuliérement dans |” hippocampe, invite a penser que cette cytokine a un impact sur le
fonctionnement de cette région. L’IL-1f est le prototype de la cytokine « multifonctionnelle ».
Quel est son impact en conditions physiologiques ou pathologiques sur la plasticité neurona ?
Dans la section suivante, nous nous intéresserons aux fonctions que remplit I'IL-1p, qu’ elles

soient positives ou déléteres pour les neurones.

3.2. L’'IL-15, amie ou ennemie ?

3.2.1. Leseffetspositifsde I’ IL-18

La mgjorité des recherches jusgu’ a ces quinze derniéres années éaient concentrées sur
I"étude de I’ IL-1p et des cytokines en général, dans la neurodégénérescence. Mais depuis, de
nombreux travaux ont mis en évidence un role bénéfique de I'[L-1p dans le cerveau sain mais

également dans le cerveau pathologique.

En conditions physiologiques

L’ expression de ces protéines en conditions normales de fonctionnement, méme a des
niveaux trés faibles, au niveau du systéme limbique, a suggéré que I'lL-1B pouvait avoir un
réle dans les processus neuronaux physiologiques lors de la mémorisation.

La stimulation éectrique des neurones de I’ hippocampe, in vivo, chez le rat suffit a
induire une augmentation de |’ expression de I’ IL-13 par ces neurones et cette augmentation est
réduite chez des rats &gés (Balschun et al., 2003). Aussi, des souris soumises a des tests de
mémoire spatiadle ou d’ apprentissage, voient leur niveau d expression d’'IL-1p augmenter
spécifiquement dans I” hippocampe (Goshen et al., 2007; Labrousse et al., 2009). Dans le cas
de souris dépourvue dIL-1R1 ou surexprimant |’ antagoniste IL-1ra, |’augmentation
d expression d'IL-1p est abrogée malgré un challenge par des tests d’ apprentissage (Goshen et
al., 2007). Ces résultats ont mis en évidence que I'IL-1p et sa signalisation peuvent coexister
avec lamémoire et I apprentissage en conditions physiologiques. Dans ces mémes modél es ou
lasignalisation d’'IL-1pB est déficiente, les souris présentent des troubles de I’ apprentissage et
de la mémorisation spatiale ou contextuelle dans des téches impliquant (Goshen et al., 2007).

Deméme, dessouris déficientes pour unrécepteur al’ ATP, impliqué dans la sécrétion de

135



136



I"IL-1B mature, présentent les mémes troubles dans des taches de mémorisation impliquant
I" hippocampe (Labrousse et al., 2009). Enfin, I'injection d’ une faible dose d’'IL-1f en intra-
cérébroventriculaire conduit a une amélioration de la mémoire contextuelle, dépendante de
I"hippocampe (Goshen et al., 2007). L’effet bénéfique de I'lL-1B a faibles doses peut
S expliguer en partie par la capacité de la cytokine a induire une augmentation transitoire de
I’ excitation des neurones. En effet, I'IL-1p a faibles doses et en aigu peut augmenter I"influx
de Ca?* en ouvrant les canaux ioniques NMDAR par I’intermédiaire de la phosphorylation de
Src. L’ activation de cette voie, comme mentionné précédemment, participe al’ expression de
facteurs trophiques, participant alaplasticité neuronale (Viviani et al., 2003).

Laproduction de cesfaibles quantités d’ IL-1p permet également de stimuler le relargage
de neurotransmetteurs, ou la production de facteurs de neurotrophines qui participent a la
plasticité neuronale (Bourgognon, 2020). En effet, la signdisation de I'lL-1f est liée a la
production de c-Fos, un facteur de transcription précoce qui permet d activer la transcription
de neurotrophines telles que le BDNF (Labrousse et al., 2009).

Aing la production d'IL-1 joue un role dans les mécanismes de mémorisation
dépendants de I’ hippocampe et joue un réle important dans la plasticité neuronale en conditions

physiologiques.

En conditions pathologiques

Méme s la mgorité des études suggerent que I'lL-1B est délétére pour le SNC en
conditions pathol ogiques, certaines mettent en évidence un role neuroprotecteur dépendant de
la concentration de la cytokine et de ladurée de laréponse par rapport al’ élément déclencheur
(Foga & Hewett, 2008). En conditions pathologiques, |a neuroinflammation peut étre aigué,
transitoire et résolutive (menant au SBS), ou chronique et délétére. L'IL-1B est libérée en
grande partie par la microglie activée et participe aux mécanismes mis en place dans le SBS.
Méme s I'lL-1B ne semble pas participer directement & des mécanismes de neuroprotection,
elle participe de concert avec tous les acteurs de la neuroinflammation aigué au retour a
I”’homéostasie neuronae (Sochocka et al., 2017). L’IL-1B, en permettant la prolifération et
I’activation de la microglie, participe indirectement aux fonctions de « nettoyage » et de
maintien de I’homéostasie cérébrale par les cellules microgliales (Monif et al., 2016). Par
ailleurs, commej’a pu le décrire précédemment, I’ IL-1 participe au développement du SBS
et des symptdmes qui en découlent, montrant donc le réle de la cytokine dans la mise en place
des processus de protection et de réparation liés au SBS.
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Un autre exemple de symptomes du SBS est |a fatigue qui permet a I’individu de concentrer
son énergie dans la lutte contre I'éément perturbateur. L’'IL-18 est une des cytokines
impliguées dans la régulation des cycles du sommeil en agissant sur la Sécrétion de
neurotransmetteurs favorisant le sommeil, comme la sérotonine (Imeri & Opp, 2009).

Finalement, I'lL-1p possede des effets bénéfiques pour le cerveau, que ce soit en
conditions physiologiques, pour le maintien de la plasticité neuronale mais auss lors du SBS
pendant une neuroinflammation aigué. Certains travaux supposent également qu’une
expression contenue d'IL-1B par des astrocytes, apres la lésion, pourrait intervenir dans les
mécanismes de réparation et de régénération (Mason et al., 2001). Mais'impact deI'IL-1p et
plus généralement de toutes les cytokines, varie en fonction de deux parametres : ladurée dela
stimulation et I’intensité ou la concentration de la cytokine. Ains, I’augmentation du temps
d’ exposition a une cytokine ou une augmentation de la concentration de celle-ci joue un role

délétére dans I’ homéostasie neuronale.

3.2.2.Leseffets négatifsde I’ IL-1p

Effets délétereslorsdela neuroinflammation aigué

Les mécanismes cellulaires et moléculaires impliquant I’ IL-1, ayant des conségquences
lors de mal adies neurol ogiques aigués de type ischémie cérébrale, |ésion cérébral e traumatique,
Iésion de lamoelle épiniére ou associées au SBS, ne sont pas tres bien caractérisés. Cependant,
une des premieres conséguences de ces troubles est I’augmentation de la production d’IL-1
dans e cerveau et plus particuliérement au niveau de la zone |ésée (Fogal & Hewett, 2008). De
plus, I'lL-1B joue un role essentiel dans le dével oppement des symptdmes observés durant le
SBS. De ce fait, bloquer expérimentalement la voie de signalisation en ava de I'lL-1p en
utilisant des anticorps neutralisants contre I’ IL-1p, I’ antagoniste |L-1raou des modeles IL-1R1
déficients, permet de diminuer les conséquences dél étéres dans ces troubles.

D’abord, I'1L-1p, issue de la périphérie ou du SNC, peut induire I’ expression de géenes
pro-inflammatoires, le sien compris, pour mettre en place les premiéres phases de la
neuroinflammation (Thome et al., 2020).

L’ effet dose-dépendant de I’ IL-1B est retrouvé in vivo, dans la méme étude qui a montré
gu'afaibles doses, I'lIL-1p favorisait la mémoire contextuelle. En effet, des souris exposées a
une concentration plus importante de cytokines vont cette fois présenter des troubles de la
mémoire contextuelle (Goshen et al., 2007).
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Cela peut en partie s expliquer par le fait que les voies activées par I'IL-1f, in vitro, sont
différentes en fonction de la concentration et n’impliquent pas les mémes co-récepteurs. A
faibles doses, I'[L-1p active les récepteurs NMDAR et participe ala neuroplasticité, mais cela
rend les neurones beaucoup plus sensibles a I’ excitotoxicité ou a une condition pathol ogique.
En effet, des neuronestraités avec unefaible dose d’IL-1p sont plus sensibles al’ excitotoxicité
induite par une stimulation NMDA, car trop de récepteurs NMDAR seront actives (Viviani et
al., 2003). L’IL-1p n’est donc pas toxique en soit, lorsqu’ elle est au contact des neurones mais
elle accentue les conséguences de dommages liés al’ excitotoxicité (Hailer et al., 2005). Ainsgi,
dans les neurones, le traitement conjoint par de I'lL-1p et du NMDA augmente I’interaction
entre leurs récepteurs respectifs, ce qui entraine une amplification synergique des voies de
signalisation sous-jacentes et de I’ excitotoxicité (Gardoni et al., 2011).

L’IL-1p peut auss avoir un effet sur les astrocytes en diminuant I’ expression alasurface
de transporteurs du glutamate: GLT-1 (glutamate transporter-1) et GLAST (glutamate
aspartate transporter) (Yan et al., 2014). I en résulte une diminution des capacités de recapture
du glutamate dans le milieu extracellulaire, conduisant a des débordements du glutamate en
dehorsdelasynapse, qui créent un stimulus excitotoxique pour les neurones. Dans des modeles
de sourisdéficientes pour I'lL-1R1 dansles cellules endothéiaes, il aété misen évidencequ’ un
traitement par injection intra-cérébroventriculaire d'IL-18 n’active pas directement la
microglie. En effet, cette activation se fait indirectement par I’intermédiaire de la signalisation
IL-1R1 des cellules endothéliades (Liu et al., 2019). Ces cellules endothéliales sécretent aleur

tour un autre facteur soluble, non déterminé, pour activer lamicroglie.

Aing, I'lL-1p produite durant la neuroinflammation aigué peut tres rapidement devenir
délétére s la concentration en cytokine augmente et que le systéme s auto-amplifie. Si
I”équilibre de la réponse est rompu, alors des phénomenes de dérégulation de circuits plus
complexes ont lieu, conduisant a des maladies neurologiques chroniques, voire a la

neurodégénérescence.
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Effets délétereslorsdela neuroinflammation chronique

Dans un premier temps, I'IL-1p peut jouer un réle dans la pathogenése de la dépression,
en interférant avec la voie de synthese de la sérotonine. En effet, I'lL-1B peut induire
I’ expression de I’enzyme IDO et donc oriente la dégradation du tryptophane en augmentant la
voie kynurénine (Zunszain et al., 2012). Cela a plusieurs conséquences, dont I’ augmentation
d' acide quinolinique, excitotoxique pour le neurone et la diminution de la synthese de
sérotonine. De plus, I activation de cette voie induit une diminution de la neurogenése et de la
différentiation de progéniteurs neuronaux en neurones matures (Zunszain et al., 2012). Le
méme impact de I'lL-1p sur la neurogenese, cette fois spécifiquement dans I’ hippocampe, a
également éé observé dans un modéle dinfusion chronique d'IL-1B conduisant au
développement d'une dépression chez les sujets (Goshen et al., 2008). L’'IL-1p peut auss
augmenter, in vitro, I’ expression du transporteur de la sérotonine qui permet sa recapture (Zhu
et al., 2006). Cette dérégulation suggére que la cytokine peut augmenter la recapture de la
sérotonine, et diminuer sa concentration dans le milieu extracellulaire.

La neuroinflammation chronique provoque également des troubles de la mémoire et de
I" apprentissage qui peuvent étre associés ou non a de la neurodégénérescence. En effet, dans
les modéles de surexpression de I'IL-1p spécifiquement dans le cerveau, il est retrouvé que la
neuroinflammation chronique conduit a I'infiltration de cellules immunitaires périphériques
(LT et neutrophiles), et a une diminution de la neurogenese sans neurodégénérescence associée
(Shaftel, 2007 ; Moor, 2009 ; Hueston, 2018). L’ amplification et |a persistance des mécanismes
déléeres de la neuroinflammation aigué, impliquant I'lL-1f3, peuvent expliquer en partie
I’évolution en neurodégénérescence. En effet, I'atération continue du systéme
glutamatergique, amplifie I excitotoxicité et conduit &la mort neuronale. En outre, I'IL-1p, en
activant sa signalisation dépendante de la voie p38/MAPK, est impliquée dans la perturbation
de la signaisation de la neurotrophine BDNF (Tong et al., 2012). Une telle perturbation lors
d une neuroinflammation chronique conduit & une diminution de la plasticité neuronale et une
régression des neurones. En effet, des altérations de longue durée de la signalisation du BDNF
altérent in fine, la croissance et le remodel age des neurones et donc le processus de plasticité
neuronale avec des répercussions sur les fonctions d’ apprentissage et de mémorisation. Des
nouveaux modéeles de souris ont émergés permettant d’ éudier le réle de la signalisation IL-13
spécifiquement dans des neurones glutamatergiques (excitateurs). En effet, dans ces souris, il a
€été possible d’induire la délétion du géne codant le récepteur IL-1R1 spécifiquement dans ce
sous-type de neurones. Il a pu étre mis en évidence que les perturbations de la mémoire de
travail (mémaoire a court terme), observées chez des souris stressées, éaient prévenues par la

143



Figure 34: Apercu des mécanismes d’action majeurs de I'interleukine IL-1p sur la
plasticité neuronale, lamémoire et I’ apprentissage.

Les conséquences d' une stimulation par I'[L-1B dépendent de laforce des stimuli inducteurs et
de la concentration d'IL-1p produite. Les modifications de certains processus comme la
stimulation dépendante du glutamate, peuvent étre a la fois bénéfiquee ou délétéree pour les
neurones en fonction des conditions. NGF = nerve growth factor. Adapté de Bourgognon, 2020
(Bourgognon & Cavanagh, 2020).
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délétion du récepteur IL-1R1. Aing, les perturbations de la mémoire de travail font intervenir
lasignalisation al’IL-1p dansles neurones exciteurs (DiSabato et al., 2020).

Enfin, I'IL-1P est détectée trés tét dans certaines maladies neurodégénératives, et est
associée aux conséquences neurologiques du vielllissement. En effet, I'IL-1, produite par la
microglie en concentration importante, active la voie p38/MAPK et peut conduire a la
phosphorylation de la protéine Tau (Li et al., 2003). La phosphorylation de la protéine Tau,
associée a une forme chronique de la neuroinflammation, contribue a la pathogenése de la
maladie d’' Alzheimer. L’IL-1p participe également au recrutement des LT dans le cerveau,
impliqués dans la démyélination des neurones durant la sclérose en plague, ou la mort des
neurones dopaminergiques durant lamaladie de Parkinson (McFarland & Martin, 2007; Ferrari
et al., 2006).

En conclusion, I'lL-1f est une molécule dont les effets peuvent étre alafois bénéfiques
ou déléteres pour le fonctionnement du cerveau et la plasticité neuronale. Ces effets dépendent
en grande partie : delaconcentration de la cytokine, mais aussi de ladurée de la présence dela
cytokine dans le cerveau qui est influencée par laforce du stimulus inducteur (Figure 34). Les
niveaux de concentrations permettent d activer des voies de signadisation différentes,
impliguant des conséguences plutdt favorables alaplasticité neuronale afaibles doses et plut6t
néfastes a fortes concentrations. Les traitements existants contre la neuroinflammation ciblent
I"activation de la signalisation IL-18 ou des NMDAR, ce qui permet de contrebalancer les
systémes et d’améliorer |es consequences neurol ogiques de la neuroinflammation a court terme
(Olivares et al., 2013; Bettiol et al., 2019).

De nombreux mécanismes ont été étudiés pour comprendre comment les effets de cette
cytokine varient en fonction des conditions. Néanmoins, peu d études se sont intéressées a
I'impact de la neuroinflammation chronique sur I’ épigénétique neuronale, qui joue un réle
majeur et durable dans la platicité neuronale et le fonctionnement du cerveau. En effet, une
présence en continue de I'lL-1p pourrait déclencher des perturbations de I’ épigénétique
neuronale, desquelles découleraient les troubles observés durant la neuroinflammation

chronique.
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3.2.3.Cytokines pro-inflammatoires et épigénétique neuronale

Des modifications épigénétiques ont été identifiées suite a des traumatismes et permettent
de déclencher la neuroinflammation (Penas & Navarro, 2018). Mais a l'inverse, les
conséguences de la neuroinflammation sur I’ épigénétique neuronale sont tres peu étudiées.
Toutefois, il aété montré que le TNFa peut induire |’ hyperacétylation d’ histones H4 au niveau
du promoteur d’un gene codant pour une sous-unité d’un cana sodium voltage dépendant :
Nav1.6, dans les neurones (Ding et al., 2019). D’ autre part, des données récentes suggerent un
réle de la cytokine LIF (leukemia inhibitory factor), une cytokine de la classe des IL-6, dans
I"induction de la prolifération et de la différenciation des oligodendrocytes. Les mécanismes
sous-jacents feraient intervenir ladéacétylation d histones (Roe, 2017). Enfin, I’ IL-6 bloquerait
la neurogeneése de cellul es souches neuronales, en induisant laméthylation del’ ADN au niveau
du gene NeuroD1, important pour leur différenciation neurogénique. Le blocage de lavoie de
I"IL-6, impliquée dans cette perturbation, permettrait a un modele murin de la maladie
d’ Alzheimer, de récupérer ses capacités de mémoire hippocampo-dépendante (Kong et al.,
2019).

Aing, I' éude de I'impact de la neuroinflammation et plus particuliérement de cytokines
pro-inflammatoires sur |'épigénétiqgue neuronale est un sujet émergent. D’autant plus
gu’ aucune étude ne s est encore intéressée al’impact de la présence chronique d'une cytokine
pro-inflammatoire sur I’ épigénétique neuronae. Ce type d’ étude permettrait d identifier de
nouveaux mecanismes, communs a plusieurs maladies neurologiques, qui expliqueraient que
les troubles observés dans ces maladies soient durables. Auss, I’ étude de ces mécanismes est
d’ autant plus pertinente que leréle de I’ épigénétique dans la réponse adaptative des neurones a
leur environnement est importante.

Mon projet de thése sest donc concentré sur I'éude de I'impact d’ un traitement chronique
par I'lL-1B sur un nouveau mécanisme épigenétique crucia dans la plagticité neuronae: les
cassures doubles-brin de I’ ADN.
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Objectifsdelathese

Les objectifs de mon travail de these ont consisté a évaluer les mécanismes qui sous-
tendent | es dysfonctionnements neuronaux rencontrés au cours d'uneinfection vira e persistante
ou de l'inflammation chronique. Du fait de I'importance de I'équilibre entre CDB et réparation
de I'ADN dans les neurones sur la physiologie neuronale et le comportement, nous avons fait
I'hypothése que les CDB neuronales seraient le point de convergence mécanistique de ces deux
conditions pathol ogiques.

Nous nous sommes tout d'abord intéresses au role direct de I'infection neuronae par le
BoDV, un virus qui persiste a vie dans les neurones en y assemblant des usines de réplication
qui sont en étroite interaction avec la chromatine. Nous avons alors fait I'hypothése que cette
association ala chromatine pourrait perturber les niveaux de CDB. Cette perturbation pourrait
ensuite avoir unimpact sur laphysiologie neuronale, mais également sur laréplication du virus.
Afin de tester notre hypothese, nous avons utilisé des cultures primaires de neurones
d'hippocampe de rat afin d'évaluer l'impact de l'infection sur les niveaux de CBD, les
déterminants viraux responsables, ains que les consequences éventuelles sur la réplication
virale et le fonctionnement neuronal. Plus concréetement nous avons évalué :

o Leseffetsdel'infection par leBoDV sur lesniveaux de CDB neuronales, en quantifiant
des marqueurs de CDB par des approches de Western blot semi-quantitatif et dimagerie
cellulaire. Les mémes approches ont été effectuées apres transduction avec des vecteurs
lentiviraux exprimant de maniereisolée diverses protéines du BoDV ;

e Leséventuellesrelations topologiques entre CDB et complexes de réplication viraux,
en utilisant des approches de microscopie confocale a super résolution ;

e Lesliensentre CDB et réplication virale, en manipulant pharmacol ogiquement le taux
de CDB dans les cultures neuronales;;

e Etenfin, I'impact de ces processus sur |'activité neuronale et laréponse alastimulation,
en utilisant un systeme d'enregistrement de |'activité neuronal e constitué d'un réseau de nano-

éectrodes.
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Dansladeuxieme partie de mathése, nous avons cherché aévaluer I'impact de médiateurs
neuroinflammatoires sur I’ équilibre des CDB. La neuroinflammation contribue en effet a la
physiopathologie de nombreuses infections, dont celle par le BoDV, mais elle est également
impliquée dans de nombreuses maladies neurologiques. Il Sagit néanmoins d'un processus
complexe, faisant intervenir de nombreux acteurs cellulaires et médiateurs solubles. Dans cette
partie du travail, nous avons choisi de nous concentrer sur les effets liés a diverses cytokines
proinflammatoires sur I'équilibre des CDB neuronaes. Dans cet axe de recherche, nous avons
alorscherchéa:

e Identifier quelles cytokines proinflammatoires pourraient conduire a une modification
des niveaux de CDB sur des cultures neuronales ;

e  Caractériser les effets de I'exposition chronique a une des cytokines ains identifiées,
sur les capacités mnésiques et le niveau d’ anxiété chez la souris, en réalisant des infusions
chroniques a |'aide de mini-pompes osmotiques, suivies de |'application d'une batterie de tests
comportementaux.

e FEtablir les liens mécanistiques possibles entre la signalisation médiée par les
cytokines, CDB neuronales et troubles du comportement observés, en utilisant des modeles
transgéniques originaux encore non publiés, de délétion conditionnelle et inductible de nos
genes d' intéréts (récepteurs aux cytokines ou molécules impliquées dans la réponse aux CDB)
spécifiquement dans les neurones excitateurs de I'hippocampe. Ces approches
comportementales in vivo chez la souris nous ont conduit &la mise en place d’ un espace dédié
dans notre zootechnie et a la définition de protocoles standardisés pour les anayses
comportemental es.
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Résultats

I. ROLES ET PERTURBATIONS DES CASSURES DOUBLE-BRIN
DANSL’ADN DE NEURONESINFECTESPAR LE BODV

Dans cette premiere partie de mon projet, nous avons étudié I’impact d’ une infection par
le BoDV, un virus persistant, sur les CDB neuronales. Ce virus se réplique dans le noyau des
neurones et ses usines de réplication sont en étroite interaction avec la chromatine. Nous nous
sommes posés la question du réle potentiel des CDB dans la physiopathologie de I'infection
par le BoDV.

D’abord, nous avons pu mettre en évidence dans un modéle de culture primaire de
neurones que I’infection par le BoDV conduit a une augmentation des niveaux de CDB dans
I’ ADN des neuronesinfectés. Le résultat obtenu est d’ autant plus surprenant que I’ infection par
le BoDV ne conduit pas a la production de médiateurs inflammatoires et ne conduit pas a la
mort des neurones infectés. Nous avons ensuite déterminé quels déterminants viraux étaient
impliqués dans I’augmentation des niveaux de cassures. Par expression isolée de plusieurs
protéinesvirales, nous avonsidentifiélanucléoprotéine N et la phosphoprotéine P comme étant
al’ origine de ces modifications.

LesprotéinesN et P sont les constituants majeurs du vSPOT, I’ usine deréplication virale,
qui est en éroite relation avec la chromatine (Hirai et al., 2016; Matsumoto et al., 2012). Nous
nous sommes donc demandés, s'il existait unerelation topol ogique entre lesvSPOT et les CDB.
Gréce a une approche par imagerie a haute résolution, nous avons montré que les CDB étaient
colocalisées avec un vSPOT dans plus de 60% des cas d’ un neurone infecté ayant une cassure.
L’induction de CDB en utilisant un agent pharmacol ogique permet d augmenter le nombre de
vSPOT par celule infectée mais renforce également la proportion d événements de
colocalisation d' une CDB avec un vSPOT. De plus, nous avons montré que I’ augmentation des
CDB permettait d' augmenter laréplication du BoDV. Ces expériences suggerent fortement que
les CDB pourraient servir de plateforme pour le recrutement de vSPOT favorisant ains la
réplication du virus.
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En conditions physiologiques, ces cassures sont induites par la stimulation neuronale.
Dans des neurones infectés par le BoDV, nous ne retrouvons pas I’ augmentation de cassures
suite a une stimulation suggérant que ces neurones ne répondaient plus a la stimulation. Les
CDB induites par la stimulation impliquent I’ activation des NMDAR a la membrane des
neurones. C’ est pourgquoi, nous avons commenceé par quantifier I’ expression de ces récepteurs
a la surface des neurones en conditions d'infection. Le BoDV induit une diminution de
I"expression des récepteurs au NMDAR a la surface des neurones. Cette diminution de
récepteurs ala surface suite al’infection permet donc de limiter la génération de CDB induites
a la stimulation. Ces résultats suggerent que le BoDV serait capable de contrbler sa propre
réplication en inhibant les processus qui favorisent sa réplication, a savoir ici, les CDB.

Ces résultats nous ont auss mené a explorer |’ activité spontanée des neurones infectés.
En effet, 5 les neuronesinfectés présentent moinsde NMDAR aleur surface, alorsleur activité
devrait étre diminuée. Une collaboration de notre équipe avec une autre équipe toulousaine a
permis de développer un dispositif qui permet d’ enregistrer I’ activité des neurones a |’ échelle
du neurone unique et de fagcon non invasive. Avec ce dispositif hous avons pu montrer qu’a

I’ échelle de la cellule unique, les neurones infectés ont une activité spontanée diminuee.

Aing, cette premiére partie de mon projet a permis de mettre en évidence le premier
exemple d’un virus a ARN persistant dans les neurones capables de moduler a son compte les
CDB neuronales, sans mort neuronale associée. Les vSPOT peuvent colocaiser avec les CDB
et I'induction de ces dernieres apparaissent étre un processus suffisant pour induire la
réplication du BoDV. Auss, le virus modulerait sa propre réplication en inhibant les
mécanismes lui permettant de se répliquer, a savoir les CDB induites par la stimulation. Ces
perturbations seraient alors une des causes conduisant & une diminution de I’ activité spontanée
des neurones et in fine aux troubles neurologiques observées dans la maladie de Borna. Ces
travaux ont fait I’objet d’ une publication actuellement en révision au journa iScience (Cell

Press) et dont e manuscrit intégré en suivant présente les résultats.
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SUMMARY

Bornadisease viruses (BoDV) have recently emerged as zoonotic neurotropic pathogens.
These persistent RNA viruses assemble nuclear replication centers (vSPOT) in closeinteraction
with the host chromatin. However, the topology of this interaction, and its consequences on
neuronal function remain unexplored. In neurons, DNA double-strand breaks (DSB) have been
identified as novel epigenetic mechanisms regulating neurotransmission and cognition.
Activity-dependent DSB contribute critically to neuronal plasticity processes, which could be
impaired upon infection. Here, we showed that BoDV-1 infection or singled-out expression of
Nucleoprotein and Phosphoprotein increased DSB levels in neurons. Interestingly, inducing
DSB promoted recruitment anew of vSPOT colocalized with DSB and increased viral RNA
replication. BoDV-1 persistence decreased neurona activity and response to stimulation by
dampening the surface expression of glutamate receptors. Taken together, our results propose
an origina mechanistic crosstalk between persistence of an RNA virus and neuronal function,
through the control of DSB levelsin infected neurons.

KEYWORDS

Bornadisease virus, neurons, DNA double-strand breaks, activity, replication, NMDAR,
neuronal function, RNA virus, persistence
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INTRODUCTION

The impact of central nervous system (CNS) infections on neuronal physiology
represents a fascinating example of host/pathogen interactions (Lathe and St Clair, 2020). In
the case of viruses persisting in post-mitotic neurons, neuronal dysfunction upon infection may
result from interference with specific cellular pathways. Noteworthy, long lasting changes in
neuronal function caused by neurotropic viruses may result from epigenetic changes triggered
in the host cells, even without any associated overt neuronal loss, for which the underlying
mechanisms remain largely unknown (Galvan et al., 2015; Tsai and Cullen, 2020). This is
indeed particularly relevant when considering that epigenetic marks play afundamental rolein
neuronal adaptive responses and cognitive functions (Akbarian et al., 2013; Day and Swestt,
2011). Among these epigenetic processes, DNA double strand breaks (DSB) are increasingly
recognized as major regulators of neuronal function.

Until recently, DSB were only considered as being deleterious to genome stability and to
result in the activation of apoptotic signaling cascades. However, DSB can also occur during
physiological conditions, such asmeiosisand ontogeny of T and B cells(Alt et al., 2013; Baudat
et a., 2013; Bednarski and Sleckman, 2019). Concerning the CNS, notably post-mitotic mature
neurons, increasing evidence points to DSB as mgor regulators of gene expression, by
recruiting epigenetic modifiers and by altering the structure of gene promoters. As a matter of
fact, the role of neuronal DSB in carving the epigenetic landscape involved in cognition is an
emerging area of research. Interestingly, DSB not only accumulatein the brain of mouse models
of Alzheimer’s disease (Suberbielle et al., 2015), but they aso occur physiologically in healthy
post-mitotic mature neurons upon activation by various sensory or cognitive challenges
(Suberbielle et a., 2013). Rapidly and efficiently resolved by the DNA repair machinery, these
physiologica DSB are not deleterious for neurons and may even contribute to the chromatin
remodeling mechanisms that are required for memory acquisition (Madabhushi et al., 2015).

Several viruses can efficiently target factors involved in the production by
endonucleases, the detection, or the repair of DSB (Hu et a., 2019; Luftig, 2014; Weitzman
and Fradet-Turcotte, 2018). However, only afew studies have focused on the impact of RNA
viruses on DSB (Chen et al., 2019; Hammack et a., 2019; Hristova et a., 2020; Ledur et al.,
2020; Ryan et al., 2016). For Retroviridae and Orthomyxoviridae, controlling DSB levels is
critical to timely delay the induction of apoptosis (Hristova et al., 2020; Khanna et a., 2010;
Koyamaet al., 2013; Li et a., 2015; Piekna-Przybylskaet a., 2017). Moreover, therole of DSB
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in the course of these infections has only been studied using mitotic cells. In sharp contrast,
studying the responses to DSB in post-mitotic neurons may reveal impaired pathways upon
infection, which are key regulators of neuronal function, are not associated to overt neuronal
loss, but still induce severe consequences on brain function.

Bornadisease virus-1 (BoDV-1), isan ideal model system for this type on investigations.
This single-stranded negative persistent RNA virus displays high neurotropism. BoDV-1 can
infect awide range of vertebrate species and recent evidence reports the association of BoDV -
1 with fatal encephalitisin humans (Finck et al., 2020; Niller et al., 2020; Schlottau et al., 2018).
In animal models, BoDV-1 causes behaviora impairment in infected hosts in absence of overt
neuronal loss. Strikingly, it has been shown that BoDV-1 persistence in cell lines results from
the interaction of viral ribonucleoparticles (RNP) with the chromatin (Hira et al., 2016;
Matsumoto et al., 2012). Moreover, both BoDV-1 infection and the viral phosphoprotein P have
been found to contribute to the del eterious impact of this virus on neuronal function (Betourne
et a., 2018; Volmer et a., 2006), notably through epigenetic modifications of neuronal
chromatin (Bonnaud et al., 2015; Suberbielleet a., 2008). However, the fundamental questions
of if and how BoDV-1 may hijack the DNA DSB response in postmitotic neurons have never
been addressed.

In this study, we sought to decipher the interplay between BoDV-1 infection of primary
cultures of rat neurons and DSB, and its consequences on vira replication and neuronal
function. Wefound that two viral proteinsthat are part of the RNP are sufficient to elevate DSB
levels in neurons and that viral factories benefit from DSB to increase replication. Infected
neurons showed impaired electric activity and response to stimulation. Our work provides new
cluesto understand the unique challenges that a neurotropic RNA virusfacesfor its persistence
in postmitotic cellsand the intricate rel ationshi ps between neuronal stimulation and RNA virus

replication.

MATERIALSAND METHODS

Ethics statement

Animal handling and care for the preparation of primary neuronal cultures from rat
embryos were performed in accordance with European Union Council Directive 86/609/EEC,
and experiments were performed following the French national chart for ethics of animal

experiments (articles R 214-87 to -90 of the“Coderural™). Our protocol received approval from
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the local committee on the ethics of animal experiments (permit number PI-U1043-DD-10).

Pregnant rats were deeply anesthetized with CO» before euthanasia to minimize suffering.

Virus stocks production

Cell-released virus stocks were prepared using Vero cells persistently infected by wild-
type BoDV-1 (Giessen strain He/80) and as previously described (Schmid et a., 2010).
Confluent flasks of cells were shocked by a hypertonic solution containing 20 mM Hepes
buffer, 250 mM MgCl. and 1 % fetal bovine serum (FBS, Sigma). Culture supernatants were
then clarified with two centrifugations at 2000 g and finally filtered at 0.45 um. Supernatants
were ultracentrifuged on a20 % sucrose gradient in PBS at 100,000 g at 4 °C. Virus-containing
pellets were resuspended in Neurobasal medium and, after brief sonication to facilitate particles
solubilization, aliquoted and stored at -80 °C.

Primary cultures of neurons, virus infection and transduction by lentiviral vectors

Primary hippocampal neurons were prepared from Sprague-Dawley rat embryos at
gestational day E16 to E18 by a papain dissociation method as described previoudy (Chevalier
et al., 2011). Briefly, hippocampi from the embryo’s brain were dissected out and dissociated
by papain (Worthington) digestion and mechanic homogenization. Papain digestion was
stopped with a solution containing bovine serum albumin (BSA, Euromedex), a protease
inhibitor (Trypsin inhibitor from chicken egg, Merck) and DNAse (Roche). Cell homogenates
were resuspended in neuronal medium and purified by centrifugation on 4 % BSA in neuronal
medium to eliminate glial cells. Neurons were plated on poly-ornithine- (Sigma) and laminin-
(Thermoscientific) coated dishes. They were cultivated at adensity of 0.5x10° neurons per well
in 12-well plates to prepare protein/RNA extracts, or at a density of 1.3x10° neurons per well
in 24-well plates containing coverdips for immunofluorescence staining. Neurons were
maintained in Neurobasal medium supplemented with 2 % B-27 supplement, 1.2 % GlutaMAX
and 120 U : 120 pg/mL of Penicillin: Streptomycin (Life Technologies). Neuronswere infected
with BoDV-1 (He/80 Giessen strain) at DIV1, DIV7 or DIV9 (according to the experiments)
using aMultiplicity Of Infection (MOI) of 0.03. Neurons were transduced by lentiviral vectors
at DIV7 at aMOI of 3for high-density cultures or 0.5 for low-density cultures. Neurons were
maintained in culture 2 weeks before analyses, or as specified in each experiment.
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Production and purification of lentiviral vectors

HEK293T cells (ATCC CRL-3216) were co-transfected with three plasmids. pMD2.G
plasmid encoding the vesicular stomatitis virus envelope glycoprotein (VSV-G, Addgene
plasmid 12259, donated by D. Trono), psPAX2 packaging plasmid (Addgene plasmid 12260,
donated by D. Trono) and one of the following plasmids coding a BoDV-1 protein or GFP:
PTRIP-N, p-TRIP-P, pTRIP-X or pTRIP-GFP (Bonnaud et a., 2015; Ferreet a., 2016) ; using
transfection reagent (Gengjuice, Millipore). 24 h later, medium was replaced by OptiMEM
(Life technologies) medium containing 100 U: 100 pg/mL of Penicillin: Streptomycin. After
24 h and 48 h, supernatants containing lentiviral vectors were harvested, clarified by
centrifugation at 2,000 g and then filtered at 0.45 um. Supernatants were ultracentrifuged on a
20 % sucrose cushion in PBS at 100,000 g at 4 °C. Lentiviral vectors pellets were resuspended
in HBSS buffer, aliquoted and stored at -80 °C.

Supernatants swapping

Two weeks post-infection, supernatants were collected from each well for a given
condition, pooled, filtered on a0.22 umfilter (ClearLine). 1 mL of thefiltered supernatant from
mock-infected cultures was added onto non-infected cultures, and 1mL of filtered supernatant
from infected cultures was added onto non-infected and infected cultures. After 5 hours of

incubation, proteins were extracted for Western blot analysis.

Western blot analysis

After rinsing cells with 1X phosphate buffer saline (PBS) at room temperature, neurons
were lysed onice using ice-cold RIPA buffer containing Tris-HCl pH 7.5 (50 mM), NaCl (150
mM), NP40 (1%), Sodium deoxycholate (12 mM) and SDS (0.1 %); completed by Complete
mini protease inhibitor (Roche) and cocktails 2 and 3 of phosphatase inhibitors (Sigma) and
then sonicated. The lysates were centrifugated at 4 °C to eliminate debris and the supernatants
were stored at -20 °C. Proteins extracts were loaded on 4-15 % Bis-Tris gels (BioRad),
separated by SDS-PAGE and then transferred onto 0.22 um nitrocellulose membranes.
Membranes were blocked with Odyssey blocking buffer (Li-COR) or 5 % (wt/vol) non-fat dry
milk in TBS and incubated with primary antibodies for 3 h at room temperature, or overnight
at 4°C, using the following antibodies: mouse anti-yH2A.X monoclonal, dilution 1/1,000
(ThermoFisher, MA1-2022), mouse anti-B-Actin monoclonal, dilution 1/50,000 (Sigma,
A5441), mouse anti-a.- Tubulin monoclonal, dilution 1/20,000 (Sigma, T6199), rabbit anti-GFP
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polyclonal, dilution 1/2,000 (ThermoFisher, A-11122), rabbit anti-N polyclonal antibody,
dilution 1/50,000 (homemade), rabbit anti-P polyclona antibody, dilution 1/50,000
(homemade), rabbit anti-X polyclonal antibody, dilution 1/10,000 (gift by K. Tomonaga and
M. Schwemmle) in Odyssey blocking buffer or TBS containing 0.1 % (vol/vol) Tween-20
(TBS-T) and 5 % non-fat milk. Membranes were incubated with corresponding secondary
antibodies coupled with infrared fluorescent dye (CF680 and CF770, Biotium) 1/10,000 diluted
in Odyssey blocking buffer or in TBS-T with 5 % non-fat milk TBS. Western blot signals were
analyzed using an Odyssey Li-COR infrared imaging system coupled with Image studio
software (Li-COR).

I ndirect immunofluorescence analyses

Neurons on coverdips were fixed with 4 % paraformaldehyde (PFA) solution in PBS
during 15 min a room temperature, rinsed twice with Tris-Buffered Saline (TBS) and
permeabilized with TBS-0.05 % Triton X100 during 5 min. Termina deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) was performed according to the directions of the
manufacturer of the kit (Thermofisher). After washings with TBS, coverdlips were incubated
in blocking solution (5 % Norma Goat Serum (NGS) in 0.05 % TBS-Tween20) 1 h at room
temperature or overnight at 4°C and then incubated with primary antibodies 3 h at room
temperature or overnight at 4°C. Antibodies used were asfollows: mouse anti-GFP monoclonal,
dilution /500 (Millipore, MAB3580), mouse anti-N polyclonal antibody, dilution 1/2,000 (gift
from C. Herden), mouse anti-N monoclona antibody (Bol8), dilution 1/100 (generoudy
provided by Christiane Herden), mouse anti-P polyclonal antibody, dilution 1/500 (homemade),
mouse anti-X polyclonal antibody, dilution /500 (gift by K. Tomonaga and M. Schwemmle),
rabbit anti-N polyclonal antibody, dilution 1/1,5000 (homemade), rabbit anti-53BP1
polyclonal, dilution 1/1,000 (Novus, NB100-304), chicken anti-MAP2 polyclonal, dilution
1/2,000 (Abcam, ab5392), in 0.05 % TBS-Tween20 containing 3 % NGS. Cells were washed
3 times with 0.05 % TBS-Tween20 and incubated with corresponding dye-conjugated
secondary antibodies diluted in 0.05% TBS-Tween20 containing 3 % NGS for 1h at room
temperature or overnight at 4°C. Secondary antibodies were conjugated to Alexa- (AlexaFluor
488, 555, 594, 633, Life technologies) or dye StarRed- (750, Abberior) dyes. Finally, nuclei
were stained using DAPI during 10 min at room temperature and coverslips were mounted on
a dide with ProLong Gold Antifade mounting medium (Life Technologies) or homemade
MOWIOL for STED anaysis.
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Neurons with 53BP1-positive foci were counted using the 40X objective of an Olympus
BX41 fluorescence microscope equipped with an X-Cite UV light source, as follows: 2 to 4
fields were counted per coverdip ; 2 to 3 coverdips were considered per condition and per
experiment. Between 500 to 1,000 neurons were analyzed per condition and per experiment.
For each field, the total number of neurons and the number of neurons presenting at least one
focus were counted. For the experiments after etoposide treatment, neurons presenting at least
one focus of 53BP1 and at least one vSPOT were randomly counted, analyzing z-stacks
acquisitions taken by confocal microscopy on Leica SP8 confocal microscope (Leica
Microsystems, Germany) processed on FlJI software. In total, around 200 neurons were
counted per condition. The illustrations of immunofluorescence figures (excepting STED
experiment) are issued from z acquisitions performed on Leica SP8 confocal microscope

followed by standard deviation projection using FIJI software.

Super-resolution analysis

Super-resolution stimulated emission depletion (SR-STED) microscopy images were
acquired using aLeica SP8 STED 3x microscope (Leica Microsystems, Germany) and a 100x
NA: 1.4 oil immersion objective, as previoudy used in (Mansuy et al., 2016). To optimize the
resolution without bleaching in 3D, the 775 nm STED laser linewas applied at the |owest power
that could provide sufficient improvement in resolution compared with confocal. z-stack series
were acquired sequentially with the pulsed 532 nm laser line and the pulsed 635 nm laser line.
With such settings, lateral and axial resolutions of 130 nm could be reached for both acquisition
channels. For image acquisition, we used the following parameters: 43 nm pixel size, two-time
average par line, 400 Hz scan speed. The z-stacks of 25 neuronal nuclei presenting DSB were
randomly acquired per experiment and 3 independent experiments were run (z-step: 40nm).
The z-stacks were screened with the merged z-stack display on the Leica SP8 LSM software to
count the number of DSB per nucleus, vSPOT per nucleus and the number of colocalization
events. STED images were subsequently deconvolved with Huygens Professional (SVI, USA)
using the CMLE algorithm, with a signal-to-noise ratio (SNR) of 7. Three-dimensional
visualization and reconstruction using Imaris software (Bitplane AG, Switzerland) were used
to measure the distance between 53BP1 positive foci of DSB and vSPOT in the nuclei of
neurons. Imaris software was used to automatically identify vSPOT and 53BP1 foci and
calculate the shorter distances between them, after thresholding and 3D reconstruction. After
this reconstruction, amovie was also generated from an example of colocalization. Illustrations
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were obtained by maximal projection of 3D confocal STED z-stacks images after

deconvolution.

Neuronal treatments

All stimulations were done at DIV 14, after pre-treating neurons with 20 uM NBQX
(Tocris) during 30 min., to inhibit non-NMDA-type glutamate receptors. To achieve global
activation of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR), after washing cells with 1X PBS at
37°C, neurons were stimulated with 15 uM NMDA (Sigma) in prewarmed conditioned media
during 30 min. To study the link between DSB and viral replication, infected neurons were
treated with various concentration of etoposide (ETP; Sigma) in DM SO, 2 days post-infection
(dpi) during 5 days (vSPOT and DSB analysis), or treated 5 dpi during 24, 48, 72 hours (viral
RNA (VRNA) analysis). The samefinal concentration of DM SO treatment was used as negative
control. All drugs were applied directly to the medium, and the neurons were maintained at
37°C with 5% CO2 during all treatments.

RT and gPCR for measurement of viral RNA

At DIVY9, neurons were infected by BoDV-1 a MOI = 0.03. 5 days post-infection,
neurons were treated with ETP at 0.5 uM or with DMSO aone. 24, 48 or 72 hours after
treatment, total RNA was extracted. Total RNA was prepared from cells using a Monarch®
Total RNA Miniprep Kit (New England BioL abs) according to the manufacturer’ sinstructions.
Total RNA was reverse transcribed using LunaScript™ RT SuperMix Kit (New England
BioLabs). Quantitative PCR was performed on cDNAs using sets of primers specific for
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) for normalization (forward primer, 5
TGCTGGTGCTGAGTATGTCG 3'; reverse primer, 5 GGCGGAGATGATGACCCTTT 3')
or with  primers  specific for  vird cDNA (forward  primer, 5
CCTTCTAACAAAATGAATACACGC 3; reverse primer, 5
CTGATATCCTTCTCATGCCC 3'). gPCRs mix were made using Light-Cycler 480 DNA
SYBR green | Master reaction mix (Roche Diagnostics) and run in duplicates using a
LightCycler 480 instrument (Roche Diagnostics). PCR cycles were as follows: after an initial
incubation at 95 °C for 5 min, 40 amplification cycleswererun (at 95 °Cfor 10 s, 60 °C for 15
s, then 72 °C for 15 s) followed by melting curve analysis. Vira genome quantification was
expressed in arbitrary units according to the following threshold cycle (Cr) formula: amount of

viral RNA = 2-(CtBoDV — Ct GAPDH)
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NMDAR immunostaining and quantification

To stain for surface NMDAR only, neurons on coverdlips wereincubated with rabbit anti-
GIuN2A polyclonal antibody, at a dilution of 1/100 (Invitrogen, #480031) in cold Tyrode
medium: NaCl (119 mM), KCI (5 mM), CaCl. (2 mM), MgCl> (2 mM), Hepes (25 mM),
glucose (30 mM) on ice during 45 min. Then, the coverdips were washed three times in cold
1X PBS and incubated for 15 min onice, in a solution of 4 % PFA in PBS. Following a step of
permeabilization and blocking, immunofluorescence stainings were performed as previously
described. Coverdips were stained with anti-MAP2 antibody and, to detect total GIUN2A
signals, part of them was stained with anti-GIuUN2A antibody, overnight at 4 °C. High-resolution
z-stacks of images were generously acquired by Zeiss France representative in airyscan mode
using aZeissLSM 980 with Airyscan 2, using all identical parameters between samples. Images
represents the maximal projection of 4 confocal planes (step: 0.169 um). Quantification of
GIuN2A expression was performed from z-stacks acquisitions, at the 63x objective with azoom
factor of 3, taken by confocal microscopy on Leica SP8 confocal microscope. Identical settings
for laser power, photomultiplier gain and offset were used for all experiments. Neurons were
randomly selected, but those grouped in clusters and without detectable distinct neurites were
excluded, to avoid bias in measurements of potential overlapping neurites. On the GIuN2A
channel, images were analyzed on FlJI software: after stack summation, the background was
subtracted using therolling ball and diding paraboloid tools of the software. Regions Of Interest
(ROI) were manually drawn on the projection of MAP2 staining to define neurites regions and
measure their area. GIUN2A projections were thresholded to include al the GIUN2A signals
grouped as clusters. Clusters were defined as groups of at least 3 pixels. Particles measuring
less than 3 pixels were arbitrarily considered as not representative of a GIUN2A cluster and
were excluded from the measurements. The ROl were used to measure the thresholded GIUN2A
signal. The results were finally presented as intensity per um? of neurites. 2 to 7 neurites were
analyzed from 3 to 7 neurons over 2 coverdips per condition, in 3 independent experiments,
for GIUN2A surface and total quantifications. In average, were assessed 74 vs. 84 (NI vs.
BoDV) dendritesfor surface expression of GIuN2A and 102 vs. 94 (NI vs. BoDV) dendritesfor
total expression of GIUN2A.

Spontaneous electric activity recordings using nanoelectrode arrays, recording setup
and activity analysis
The nanoelectrode array devices were fabricated in the LAAS-CNRS clean room, using

a series of micro-technology processes compatible with a large-scale type of fabrication

166



(Casanovaet al., 2018). Briefly, the deviceis composed of acultured chamber (well) containing
60 nano-electrodes composed by 3D nanowires coated with a platinum slicide (PtS)
biocompatible surface. Each electrode is electrically isolated thanks to an oxide layer. The
recording setup was also mainly developed at the LAAS. It is composed of an MEA holder
(MEA1060-Inv-BC from Multichannel System), a homemade electronic card where the
integrated electronics allows to control the system and an acquisition card (USB 6353 from
National Instruments). The recording setup is controlled by a homemade software devel oped
on LabVIEW that alows live recordings on multiple channels, saving the data and performing
online data treatment such asfiltering and averaging. The cell recordings were performed with
neurons maintained inside an incubator at 37 °C with controlled humidity and 5 % CO». Each
electrode wasrecorded 5 to 6 times during 3 minutesin groups of 15 electrodes, one group after
the other in 3 independent experiments (1 well of 60 electrodes per condition). Once the data
were acquired, a MATLAB script was used for the offline treatment. A peak detection
algorithm was used to evaluate the frequency of activation of each electrode. The threshold for
the peak detection was calculated using the standard deviation of the background noise.
Electrodes presenting aberrant recordings were excluded. Active el ectrodes were considered as
electrodes where at least one peak was recorded.

SEM imaging
Cells were fixed with 5 % glutaraldehyde in PBS overnight at 4 °C, rinsed 3 times with
PBS 1X and dehydrated by graded series of ethanol and dried at room temperature. |mages of

the cell cultures are done with a Scanning Electron Microscope (Helios 600i).

Blind-coding and statistical analysis

Investigators who obtained data were blinded to infection and treatment of cell cultures.
Sample sizes were chosen on the basis of pilot experiments and our experience with similar
experiments. Statistical analyseswere performed with Prism 8 (GraphPad). Normal distribution
of the data was verified with D’ Agostino and Pearson’s omnibus normality test and Bartlett-
test was used to verify equality of variance. Welch's correction was applied when the variances
were not equal. Each statistical test is specified in the legend of each figure. Null hypotheses
were rejected at the 0.05 level.
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RESULTS

BoDV-1 infection increases DSB levelsin primary neurons

To determine whether BoDV-1 persistence could impact on physiological DSB levelsin
neurons, we infected primary cultures of hippocampal rat neurons and measured the levels of
specific DSB hallmarksin neurons at 13 days post infection (DPI). As previously documented
(Hans et a., 2004), neuronal cultures are 100% infected by BoDV-1 at that time point (Fig.1A
and B). To mark DSB, we first assessed expression of 53BP1, which isrecruited specifically to
DSB sites, where it forms foci (Anderson et a., 2001; Suberbielle et a., 2013). By
immunofluorescence microscopy, 53BP1 displays bright focal fluorescence at DSB site and a
characteristic staining in neurons that alows to specifically distinguish them from glia
(Suberbielle et a., 2013; Torres et a., 2015) (Fig.1B and C). We found that BoDV-1 infection
increased by 60 % the number of neurons displaying 53BP1-positive foci, when compared to
mock-infected controls (NI) (Fig. 1D). Next, we used western-blot analysis to evauate
phosphorylation levels at serine 139 of Histone 2A variant X (yH2A.X), whichis also recruited
at DSB sites. Consistent with our analysis of 53BP1, we observed that yYH2A.X protein levels
were increased in infected neurons compared to mock-infected cultures (Fig. 1E and F).
Importantly, we ruled out the hypothesis that the increased DSB levels detected in BoDV-1-
infected cultures might result from apoptosis, by performing TUNEL staining analyses which
confirmed that BoDV-1 infection did not lead to neuronal apoptosis (Suppl. Fig. 1). Next, to
test whether increased DSB levelsin BoDV-1-infected cultures could be caused by the release
of soluble factorsin the culture medium upon infection, we swapped medium between BoDV -
1- and Mock-infected cultures (Suppl. Fig. 2). We observed that incubating non-infected
neurons for 5 hours with the medium of BoDV-1-infected neurons did not increase yH2A.X
levels, whereas at that time, the incubation of neurons with either amyloid-f3 oligomers or pro-
inflammatory cytokines was sufficient to induce DSB (Suberbielle et a., 2013) and data not
shown). Hence, theincreased DSB levelslikely directly result from the presence of BoDV-1in

neurons.

BoDV-1 Nucleoprotein and Phosphoprotein induce DSB in neurons
To assess whether the singled-out expression of any viral protein could ssmilarly increase
DSB levelsin neurons, we transduced primary neurons with lentiviral vectors (LV) expressing

two main components of the BoDV-1 ribonucleoparticle, the Nucleoprotein (N) and
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Phosphoprotein (P), as well as the non-structural X protein. We explored DSB levels 7 days
post-transduction, at 14 daysin vitro (DI1V), to alow both completion of post-integration DNA
repair of the lentiviral vectors (Skalka and Katz, 2005) and good expression of the transgene
proteins (Figure 2). After confirming the expected partly nuclear pattern of expression of the
green fluorescent protein (GFP), N, P and X in neurons by immunofluorescence confocal
microscopy, we could already detect increased levels of 53BP1 foci in neurons transduced with
LV-N or LV-P, but not with LV-GFP or LV-X, with atrend to display more than one focus per
cell (Fig. 2B-C). Likewise, Western-blot analyses showed that expression of either N or P
increased YH2A . X levelsin neurons by 50 %, whereas X or GFP did not lead to any changein
DSB levels (Fig. 2D-F).

BoDV-1 nuclear viral factories arelocated in the direct vicinity of neuronal DSB

Having shown that N and P, which are two main components of BoDV-1 viral factories,
called vSPOT (for viral SPeckles Of Transcripts) induce DSB in neurons, we decided to explore
the spatial relationships between DSB and vSPOT in the nuclel of neurons. To this aim, we
analyzed neuronal staining by super-resolution confocal microscopy using STED technique
(Figure 3). We found that vSPOT events were colocalized at 63.8 % + 21.4 SD with a 53BP1-
positive focus when both events could be visualized in the same neuron (Fig. 3B-D), and as
illustrated in the 3D reconstruction of a nucleus structure and animated view (Fig.3C and video
1). When they were not co-localized, there was no specific pattern in the distance between
vSPOT and 53BP1-positive foci (Fig. 3A and D).

Thus, our results indicate that vSPOT preferentiadly locate at the level of DSB in the

chromatin of neurons.

Etoposide-induced DSB activate BoDV-1-replication

The close spatial relationship between vSPOT and DSB foci led us to hypothesize that
DSB may be used as hubsfor the virus to replicate and may, in turn, modulate viral replication.
Therefore, to test if DSB may promote or impede viral replication in the case of a persistent
RNA virus, we increased steady-state DSB levels in neurons using etoposide (Figure 4). First,
we infected primary cultures of neuronswith BoDV-1at 7 DIV, to alow viral spread in aready
mature neuronal networks able of spontaneous activity. Neurons were treated with varying
concentrations of etoposide 2 days later, to analyze a potential recruitment of BoDV-1 viral
factories to newly-induced DSB (Fig.4A). With this experimental set-up, we first evidenced a

dose-dependent increase in the number of neuronswith 53BP1-positive foci and an increase in
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the number of foci per nucleus (Supplementary Figure 3 and Fig.4B, C). Strikingly, this
increase in DSB was associated with increased numbers of vSPOT per cell (Fig. 4B). For
instance, infected neurons exposed to 0.5uM of etoposi de displayed increased numbers of DSB
foci (Fig. 4B, C) and of vSPOT (Fig. 4B, D) per cell compared to vehicle-treated controls,
together with a 1.8-fold increase in the number of neurons with a vSPOT colocalized with a
DSB. vSPOT were mostly co-localized with 53BP1-positive foci and the percentage of
colocalization events increased by 66.4 %. Hence, induction of multiple DSB in neurons
promotes the assembly of viral factories. Next, to determine whether these increased numbers
of vSPOT & so resulted in accrued replication of the viral RNA, we performed RT-gqPCR.
Incubating neurons with 0.5 uM of etoposide starting 5 days post-infection for various periods
of time (Fig. 4E) alowed usto determine that increasing the number of DSB and viral factories
in neurons accrued the replication of the viral RNA by 33 % most significantly after 72 hours
of incubation with etoposide (Fig. 4F). Together, these results show that increasing DSB in
neurons by etoposide treatment promotes assembly of viral factoriesin contact to these newly-
formed DSB and stimulates viral replication.

BoDV-1-infected neurons do not respond to NM DA-stimulation of activity

It has been shown that stimulation of glutamatergic N-methyl D Aspartate Receptors
(NMDARYy) at the surface of neurons with their agonist (NMDA) cause transient increases in
DSB levelsin neurons (Crowe et al., 2006; Madabhushi et a., 2015; Suberbielle et al., 2013).
Thisled usto explore theimpact of BoDV-1 neuronal infection on the DSB response after mild
stimulation with NMDA. Consistent with previous reports (Crowe et al., 2006; Madabhushi et
al., 2015; Suberbielle et al., 2013), exposure of uninfected neurons to NMDA caused a 75 %
increase in DSB levels 30 minutes post-treatment (Fig. 5A, B). In contrast, NMDA treatment
of BoDV-1-infected neuronsfailed to further increase DSB levels, which remained in the 30 %
range of increase found in non-treated infected cultures (cf Figure 1). This result suggests that
BoDV-1 infection may interfere with signaling pathways that convey the signal of
glutamatergic stimulation from the neuronal cell surface to the nucleus.

To explorethe underlying mechanismsof thisinterference, wefirst asked whether BoDV -
1 infection of neurons may alter the cell surface distribution of NMDAR. We performed
immunocytochemistry staining followed by confocal analyses of the surface expression of
GIuN2A, the most commonly expressed NMDAR subunit in mature excitatory neurons (Wyllie
et a., 2013)(Supplementary Figure 4 and Fig. 5E, F). We detected a 30 % decrease in surface

expression of GIUN2A on BoDV-1-infected neuronal dendrites compared to non-infected
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neurons, whereas total levels of GIUN2A were dlightly increased by BoDV-1 infection (Fig.
5C, D). Hence, these findings show that once neurons are steadily infected by BoDV-1, surface
expression of NMDAR isinhibited, suggesting that the virus may prevent neuronal activity.

BoDV-1-infected neuronal networksdisplay altered spontaneous electric activity

The accumulation of DSB in neurons has been previously shown to cause neuronal
dysfunction, notably by interfering with the expression of activity-related genes. Thus,
accumulation of DSB dueto BoDV-1 infection may durably ater neuronal function and impact
on electric activity. To test this hypothesis, we used a novel device, which has been recently
implemented in our lab, to measure the spontaneous el ectric activity of neurona network at the
single neuron level, using nanoelectrode arrays (Fig. 6A and Supplementary Figure 5). Using
this setup, we first observed that fully BoDV-1 infected cultures displayed on average a 25 %
decrease in the number of active electrodes compared to non-infected controls (Fig. 6A and
Table 1). There were no noticeable differences between the two conditions in terms of the
morphology of neuronal networks, as observed by scanning electron microscopy
(Supplementary Figure 5). Finally, we designed atool to count the numbers of peaks of voltage
potentials above the baseline threshold of each electrode (Fig. 6B). Using this tool, we found
that BoDV-1 infection decreased the number of peaks/min by half compared to non-infected
cultures (Fig. 6B, C). Thus, BoDV-1 infection of neurons impairs spontaneous electric firing
within neuronal networks, which isin line with decreased surface expression of GIuUN2A.

DISCUSSION

Our study shows that BoDV-1 infection elevates steady-state DSB levels in primary
neurons. This is directly due to the presence of the virus in the neurons and could also be
reproduced by the singled-out expression of N and P proteins, two main components of the
nuclear viral factories. We also demonstrate the close topological association between viral
factories attached to the chromatin and DSB, and provide evidence suggesting that BoDV-1
may use DSB as"docking platforms’ to facilitate its replication. On the neurona side, we show
that BoDV-1 impairs neuronal firing and decreases surface localization of glutamatergic
NMDAR.

Importantly, we only observed a mild increase in DSB markers levels, revedled by a
limited number of foci per neuron. Because DNA DSB response triggers apoptosis when the
severity of the damage istoo important to be repaired, our data are consistent with our TUNEL
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assay results, as well as with our previous demonstrations that BoDV-1 isindeed non cytolytic
in neurons (Hans et al., 2004).

Our study therefore uncovers the first example of an actively replicating RNA virus able
to manipulate the DSB neuronal responsesto favor the assembly of viral replication complexes
and vira persistence, without causing any overt neuronal death. Thisisin sharp contrast with
the situation observed with Orthomyxoviridae — the other family of negative-sense RNA
genomes replicating in the nucleus — which induces DNA damage related to cellular death
(Khannaet al., 2010; Li et al., 2015). Likewise, dysregulated DNA DSB responses for viruses
generaly lead to either apoptosis or oncogenesis (Chen et al., 2019; Hristovaet al., 2020; Ledur
et al., 2020; Luftig, 2014; Patra et a., 2020; Ryan et a., 2016; Weitzman and Fradet-Turcotte,
2018). The only viral example comparable to our findings can be found for the control of
latency — e.g., with no viral production — of Herpes smplex viruses, which modulate

Topoisomerase 23 activity to maintain latency (Hu et al., 2019).

Additionally, our data revea a tight relationship between vira replication and DSB
production. In particular, the topological relationship between vSPOT and DSB foci is striking:
to our knowledge, such a tight contact between host DNA DSB and viral RNA genome has
never been described to date. Noteworthy, by STED microscopy, colocalized DSB foci and
vSPOT were interwoven. Thus, DSB and associated DSB response molecules may form a
docking sitefor vSPOT. Thishypothesisisfurther supported by our results on etoposide-treated
neurons. inducing new DSB rapidly recruits foci-colocalized vSPOT. This raises now the
guestion of how BoDV RNP may bind to DSB sites. In line with our results, direct interactions
between BoDV-1 P and N with chromatin-binding proteins had already been identified in
replicating cell lines but not in neurons. High-mobility group binding protein 1 (HMGB1),
Poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP-1) and core histones H3, H2A and H2B interact with P
and N, respectively (Matsumoto et al., 2012). Interestingly, HMGB1, a minor groove binder,
and PARP-1, a chromatin-decompaction enzyme, play rolesin DNA repair and their levels and
activities are altered with age in neurons and inversely correlate with DSB accumulation
(Enokido et al., 2008; Mandke and Vasguez, 2019; Mao and Zhang, 2021).

Another interesting finding is that the colocalization between DSB and vSPOT seems to
obey to a"all or nothing" rule. Indeed, if most DSB foci co-localize with at least one vSPOT,
when no colocalization is evidenced, the distance between the two becomes variable. These
observations may result from the kinetics of viral replication, with the colocalization
corresponding to recently-formed vSPOT, a a place of a pre-existing break. The apparent
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steady replication of BoDV-1 in neurons, with continuous expression of viral proteins,
assembly of viral replication complexes, and release of new virions (Cubitt and de la Torre,
1994; Gonzaez-Dunia et al., 1996), may seem contradictory with the non-cytolytic nature of
this infection, suggesting unknown mechanisms of control between the host cell and the
pathogen. Here, our findings suggest a new mechanism involving afeedback oop between viral
replication and excitatory glutamate signaling pathways:. the direct trigger of Topoisomerase
23-dependent DSB, which would increase BoDV-1 replication (Supplementary Figure 6).
Indeed, Etoposide does not directly generate DSB. Rather, it prevents their repair through the
inhibition of the ligase activity of Topoisomerase 23 (Hu et al., 2019; Madabhushi et al., 2015).
On the other hand, at steady state, infected neurons would display lower current frequencies,
and be less electrically active. Consistent with this hypothesis, we observed that incubating
infected neurons with NMDA to stimulate NMDA receptors — receptors that induce DSB by
stimulating Topoisomerase 23 endonuclease activity (Madabhushi et a., 2015) — did not result
in further increase in DSB, indicating that BoDV-1 likely uncouples NMDARs from their
signaling to the generation of new physiological DSB. At the molecular level, this uncoupling
may result from the decreased cell surface expression of NMDAR, as evidenced in our study
with their core subunit GIUN2A. This finding is in line with our previous description that
BoDV-1 P proteininhibits Protein Kinase C (PKC) activity and the subsequent phosphorylation
of itstarget SNAP-25 (Betourne et al., 2018). Indeed, considering that PK C activity and SNAP-
25 play critical roles in the maintenance of NMDAR at the neuronal cell surface (Lau et al.,
2010; Vieira et a., 2020), our results suggest that BoDV-1 P protein may shut off pathways
that cause activity-dependent DSB, while increasing DSB levels in the context of BoDV-1
infection. Thus, the P protein may play a pivotal role not only in the regulation of viral
replication, but also of neuronal activity. Therefore, we could envision that neuronal activity
and associated DSB may promote docking of vSPOT and favor the early stages of neuronal
infection; Next, this would lead to the production of viral factors, including P, which would
shut off activation of the neurons, thereby putting a brake on DSB production and limiting
overloading the neuron with viral materials which could trigger apoptosis (Supplementary
Figure6).

Finaly, even limited numbers of DSB have been shown to critically impact on cell
function (Madabhushi et al., 2015; Suberbielle et al., 2013; van den Berg et a., 2018). For
instance, activity-induced, Topoisomerase 2f3-dependent neuronal DSB are sparse, but they

target genomic regions that mainly code for survival signals and activity-related proteins
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(Madabhushi et al., 2015). Likewise, only few 53BP1-positive foci are observed in neuronal
nuclei of a mouse model of Alzheimer's Disease, yet, they seem sufficient to cause cognitive
decline (Suberbielle et a., 2015; Suberbielle et al., 2013). In the recent years, the idea has
emerged to consider neuronal DSB as key epigenetic processes regulating gene expression in
neurons. In these non-dividing cells that establish lifelong specialized networks, while
remaining able of a high degree of adaptability called plasticity, epigenetic mechanisms are
critical regulators. As aresult, epigenetic processes of the host cell are also often hijacked by
persistent viruses (Bonnaud et a., 2016; Lange et al., 2020; Mouréo Diego, 2020) and BoDV -
1 is no exception: our group and others identified BoDV-1 P-mediated interference with
acetylation of Histone H2B, and H3 (Bonnaud et d., 2015; Jie et a., 2018). Because DSB can
be induced by both P and N proteins, and that early DSB accumulation in neurons increases
Histone H3 lysine 9 dimethylation (Suberbielle et a., 2015), which corresponds to inhibitory
signals of gene expression, it istempting to speculate that DSB and their signaling may play an
upstream role in the further deacetylation of histones.

Because increasing evidence has documented human cases of BoDV-1 infection and
encephalitis following immunosuppressive treatment, notably in solid-organ transplant
recipients (Finck et al., 2020; Korn et al., 2018; Niller et al., 2020; Schlottau et a., 2018), it
indicates that BoDV-1 may persist amost silently in the human immunocompetent brain.
Thereof, shedding light on neuron-specific pathophysiological mechanisms of BoDV-1
persistence, deciphering the signaling pathways linking DSB and neuronal activity are key to
better understand the unique interaction of this RNA viruswith itsmajor target cell, the neuron.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: BoDV-1 increases levels of DNA double-strand breaks markers 53BP1 and
yH2A.X in primary neurons. A) Schematic representation of the experimental strategy using
primary cultures of rat hippocampal neurons and BoDV-1 infection. B) Confocal microscopy
analysis of 53BP1 staining (red) in Nucleoprotein-(green) and MAP2-positive (blue) neurons
from BoDV-1 (BoDV) vs. non-infected (NI) cultures. Scale bar: 20 um. C) Insets views are
displayed from B) showing 53BP1-positive foci of DSB (arrows) in neurons (MAP2, in blue)
from BoDV-1 vs. NI cultures. Scale bar: 10 um. D) Numbers of neurons with 53BP1-positive
foci were counted and are expressed as average percentages of foci-positive neurons. 2358 NI -
and 2697 BoDV-1 infected neurons were observed in n= 2-3 fields on 4-6 coverdips per
condition from 3 independent experiments. ***p = 0.001 vs. NI by unpaired t-test (E-F) Levels
of the DSB marker yH2A . X were determined by Western blotting. E) A representative Western
blot. Nucleoprotein (N) and p-actin levels were also detected F) Quantitation of Western blot
signals. The average yH2A.X to B-actin ratio in non-infected cultures was defined as 1.0. n =
2-6 wells per condition from 7 independent experiments. ****p<0.0001 vs. NI by unpaired t-
test with Welch correction. Bars represent means £ SEM.

Figure2: BoDV-1 Nucleoprotein N and Phosphoprotein P increase DSB levelsin neurons.
Primary cultures of rat neurons were transduced 7 days after seeding (DIV) by lentiviral vectors
(LV) to express BoDV-1 Nucleoprotein (N), Phosphoprotein (P), X protein (X) or green
fluorescent protein (GFP) as a control. Wells that were not transduced are shown as mock. 7
days post-transduction (dpt), expression of these proteins and DSB markers were assessed by
confocal microscopy (B, C), and their levels were assessed by Western blot analysis (D-F). A)
Schematic representation of the experimental strategy B) 53BP1 staining (red) in N- vs. P- vs.
X- vs. GFP-expressing (green) and MAP2-positive (blue) neurons was visualized by confocal
microscopy. Scale bar: 20 um C) Insetsviewsfrom B) of the triple staining are shown at higher
magnification. Arrows indicate DSB foci. Scale bar: 10 um. (D-F) Levels of the DSB marker
yH2A.X were determined by Western blotting. (D-E) Representative Western blots are shown.
F) Quantitative analysis of the Western blot signals. The average yH2A.X to B-actin ratio in
mock-transduced cultures was defined as 1.0. n = 2 to 4 wells per condition from 5 to 16
independent experiments. ns, non-significant ***p<0.001, **p<0.01 vs. mock by Dunnett post-
hoc t-test with Welch correction. Bars represent means = SEM.

Figure 3: BoDV-1 vSPOT and DSB are strongly colocalized in infected neuronal nuclei.
Super resolution confocal microscopy analysis was performed by STED technology on BoDV -
1-infected rat neurons at 13 dpi. (A-B) Representative 2D-STED images of 53BP1-positive (in
red) DSB foci (plain arrow), and Nucleoprotein-positive (in green) vSPOT (empty arrow)
staining and merged images of the same confocal planes. A) Representative example of a
neuronal nucleus with no colocalization between DSB and vSPOT. B) Representative example
of a neurona nucleus with fully colocalized DSB and vSPOT. Scale bar: 5 um. C)
Representative 3D-STED 3D reconstruction view of a nucleus (in blue) with colocalized
53BP1-positive DSB foci (in red) with Nucleoprotein-positive vSPOT (in green). The full 3D
reconstruction can be observed as a 3D-animation in supplementary video 1. Scale bar: 2 um.
D) Quantitative analysis of the distribution of neuronal nuclei with 53BP1-positive foci and
their nearest vSPOT in function of the distance between these two events, expressed as the
average percentage for each distance interva measured. n = 22-61 nuclei analyzed per
experiment from 3 independent experiments. Bars represent means + SEM.
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Figure4: Induction of DSB in neuronsby etoposideincreasesnumber sof colocalized
DSB/VSPOT per neuron and viral RNA replication. A) Schematic representation of the
experimental strategy. Primary cultures of rat hippocampa neurons were infected by BoDV-1
and treated with the DSB-inducing agent etoposide (ETP) or its vehicle DM SO, followed by
immunofluorescence analysis. (B-D) The numbers of DSB, vSPOT, and the levels of
colocalization of these two nuclear events were assessed by manua counting following
immunofluorescence staining of 53BP1-positive foci of DSB (in red), and Nucleoprotein-
positive (N) vSPOT (in green) analyzed by confocal microscopy. B) Representative confocal
images of DSB foci, vSPOT and their colocalization (arrow), for experiments using 0.1 or 0.5
uM etoposide, or vehicle-treated (DMSO) cultures. Scale bar: 10 um. C) Distribution as
percentage of the counts of infected neurons displaying DSB foci in three categories (1, 2 or >3
DSB/cell) depending on the numbersof foci per nucleus observed. D) Distribution of the counts
of the same neurons displaying vSPOT in three categories (1, 2 or >3 vSPOT/cell) depending
on the numbers of events per nucleus observed. n =22 to 44 neurons analyzed from 2 coverdips
per condition, from 3 independent experiments. ns, non-significant, ****p<0.0001 by Multiple
t-test. (E-F) Quantitative analysisby RT-gPCR of BoDV-1 viral RNA levelsin rat hippocampal
rat neurons, after infection by BoDV-1 and at 3 different times post-treatment with etoposide
(ETP) or vehicle (DMSO). E) Schematic representation of the experimental strategy ; F)
Changes in RNA levels are expressed as compared to the DMSO condition, for which the
average AACt (normalized on GAPDH) were set to 1. n = 2 wells analyzed each in duplicates,
per condition from 4 independent experiments. ns, non-significant, **p<0.01 by Bonferroni
post-hoc t-test. Bars represent means + SEM.

Figure5: Persistent BoDV-1 infection prevents activity-induced DSB in neurons by
decreasing surface expresson of NMDA Receptors (NMDARS). (A, B) When primary
neuronal cultures were fully and steadily infected (BoDV), neurons were incubated with the
NMDARs selective agonist NMDA (+) or vehicle (-) for 30 minutes. DSB levelswere assessed
by Western blot analysis. A) A representative Western blot is shown. B) Quantitation of
Western blot signals. The average yH2A . X to a-Tubulin ratio in non-infected (NI) cultureswas
defined as 1.0. n = 2-3 wells per condition from 8 independent experiments. (C-F) Total (C-D)
and surface (E-F) expression of the GIUN2A subunit of NMDARs were quantified by
immunofluorescence staining followed by confocal microscopy analysis. (C, E) Representative
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high-resol ution images obtained using airyscan 2 technology are shown of total (C) and surface
(E) GIuN2A signals (in green) in dendrites (MAP2, red) from BoDV-1 vs. non-infected (NI)
neurons at 16DIV. Scale bar: 2 um (D, E) Quantitative analyses of total (D) and surface (F)
GIuN2A clusters of signals are shown. The average GIUN2A signal measured in each
experiment in NI cultureswasdefined as 1.0. In average, were assessed 74 vs. 84 (NI vs. BoDV)
dendrites for surface expression of GIUN2A and 102 vs. 94 (NI vs. BoDV) dendrites for total
expresson of GIUN2A. n = 3 independent experiments. ns, non-significant, *p<0.05,
****n<0.0001 by Tamhane T2 post-hoc t-test with Welch correction (B), or by unpaired t-test
(F). Barsrepresent means + SEM.

Figure 6: Intrinsic spontaneous neuronal activity is lowered by BoDV-1 infection.
Primary cultures of rat neurons were grown on nanoelectrode arrays allowing single-cell
recordings from 60 nano-electrodes at 16 dpi. A) A neuron cell body and its neurites (green)
contacting a nano-electrode (magenta) is shown as observed at high magnification by electron
microscopy. Scale bar: 10 um. B) Spontaneous neuronal activity was recorded for 3 minutes
every 15 minutes, 5-6 times for each electrode. Representative traces for NI and BoDV-1-
infected neurons are shown. Each arrow shows a peak above the amplitude threshold of intrinsic
electric activity recorded by the electrode. C) The average number of peaks of spontaneous
intrinsic activity was automatically counted by a home-made algorithm and represented per
minute of recording for BoDV-1-infected vs. non-infected neurons (NI). n = 1 well per
condition from 3 independent experiments. ****p<0.0001 vs. NI by unpaired t-test. Bars
represent means + SEM.
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TABLE

Table 1. Activedectrodein infected or non-infected neurons

NI BoDV-1 Ratio BoDV-1/NI
Experiment 1 50.0% (n = 58) 39.7% (n = 58) 0.794
Experiment 2 90.7% (n = 54) 63.8% (n = 58) 0.703
Experiment 3 88.9% (n = 54) 68.4% (n =57) 0.769
Mean + SD 77.1% + 23.6 57.3% + 154 0.755 £ 0.047 *

For each experiment, active electrodes are expressed as percentage of total electrodes
included (n). The mean (in bold) of the ratios is compared to a theoretical value of 1 (no

difference between NI and BoDV-1) by one sample t-test, *p<0.05. n = 3 independent
experiments.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Figure 1. BoDV infection of hippocampal neurons does not lead to

neuronal apoptosis.

Primary neurons were infected (BoDV) or not (NI) at 1DIV. At 13 dpi cells were fixed and
TUNEL assay was performed (in red). Nucleoprotein (N, in green) and nuclei (DAPI, blue)
were stained. As a positive control, a non-infected culture was treated by DNase | prior to
TUNEL assay for postive staining. Fields were visualized by confocal microscopy. A

representative micrograph for each condition is shown. Scale bar: 20 um.
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Supplementary Figure 2: BoDV-induced increase in DSB levels is not related to
componentsreleased in the culture medium.

Primary neurons were infected (BoDV) or not (mock) at 1D1V. At 13 dpi, supernatant obtained
from filtered medium from infected and non-infected wells were swapped. 5 hours | ater, levels
of the DSB marker yH2A . X were determined by Western blotting. A) A representative Western
blot. Each band represents the signal for a biological replicate. All bands were part of one
experiment blotted on the same membrane. B) Quantitation of Western blot signals. The
average yH2A.X to B-actin ratio in non-infected cultures with mock supernatant was defined as
1.0. n = 2-3 wells per condition from 8 independent experiments. ****p<0.0001 vs. mock by
Dunnett post-hoc t-test. Bars represent means + SEM.
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Supplementary Figure 3: Induction of DSB in neurons by etoposide increases number s of
colocalized DSB/VSPOT per neuron and the replication of viral RNA.

General views of the fields of BoDV-1 infected neurons, after treatment with DSB-inducing
agent etoposide (ETP) or its vehicle DM SO, and by confoca microscopy: 53BP1-positive foci
of DSB (inred), and Nucleoprotein-positive (N) vSPOT (in green), DAPI in blue. White frames
highlight the insets shown at higher magnification in Figure 4. Scale bar: 10 um.
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Supplementary Figure 4: General view of total and surface expresson of GIuN2A
subunits of NMDARsin non-infected vs. infected neurons.

Total (left) and surface (right) expression of GIUN2A subunit of NMDARs were quantified by
immunofluorescence staining followed by confocal microscopy analysis. Representative
confocal micrographs are shown of total and surface GIUN2A signals (in green) in dendrites
(MAP2, red) from BoDV vs. non-infected (NI) neurons a 16DIV. Scale bar: 10 um. These
images were acquired after acquiring the zoomed dendrite images. Thewhite insetsindicate the
positions of higher magnification and higher resolution images of GIUN2A staining of dendrites
shown in the lower part of thefigure. Scale bar: 2 um.
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Supplementary Figure 5: BoDV-1 infection has no impact on the general ar chitecture of
neuronal networks spread on nanochips.

Primary cultures of rat neurons were grown on nanochips devices allowing single cell level
recordings by 60 nano-electrodes. 16 dpi, non-infected (NI) (A) or BoDV-1-infected (BoDV)
(B) culture networks were visualized by Scanning Electronic Microscopy. Scale bar: 500 um.
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Supplementary Figure 6: Schematic view of the putative crosstalk between persistence of
BoDV-1 and neuronal function, through the control of DSB levels. Schematic
representation of principal findings highlighting raising the hypothesis of the central role of
DSB control by BoDV 1 to regulate its replication to the benefit of lifelong persistence but to
the detriment of neuronal function. TOP2(3, Topoisomerase 2f3.
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Supplementary video 1: Visualization of colocalized 53BP1-positive DSB foci and vSPOT
in the nucleus of a BoDV-infected neuron. 53BP1 in magenta, BoDV-N in green.
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[l. ROLES ET PERTURBATIONS DES CASSURES DOUBLE-BRIN
DANS LES TROUBLES DU COMPORTEMENT ASSOCIES A
L’ INFUSION CHRONIQUE D’IL-18

Dans cette deuxieme partie de mon projet, nous avons étudié I'impact d’ un traitement
chronique par de I’lL-1p sur le comportement, chez la souris. Aussi nous voulions étudier le
lien d'éventuelles perturbations du comportement avec une altération des mécanismes
impliquant les CDB.

La mise en place de ce projet a nécessité de construire de O un espace dédié aux
expériences de comportement dans notre zootechnie car aucune expérience de comportement
N’ était réalisée al’ingtitut. Notre premier résultat a donc éé d’ apporter al’institut un savoir-
faire et des procédures, de concevoir des dispositifs pour permettre de dével opper des approches
expérimental es utilisant des tests comportementaux.

Les résultats que nous avons obtenus ont donc permis de mettre en évidence pour la
premiére fois qu’un traitement chronique par de I'lL-1p n’avait pas d’impact sur la mémoire
générale mais conduisait a des troubles de la mémoire hippocampo-dépendante, avec letest du
NPR, sans neuroinflammation massive associée. En effet, dans ces conditions, nous n’avons
pas observe d’ anxiété, de prostration ou de troubles delamobilité avec le test de I’ EPM. Auss,
la numération des populations gliales n'a pas révélé d astrocytose ou de microgliose dans
I” hippocampe, tout comme nous N’y avons pas observé d’ altération de la neurogenése. Defagon
intéressante, nous avons découvert que les souris traitées par de I'lL-1p avaient plus de
neurones avec des CDB dans les régions de I’ hippocampe.

Afin de déterminer la spécificité de la signalisation de I'lL-1f dans les troubles de la
mémoire observés, nous avons utilisé un modéle original qui n'a encore jamais été publié qui
nous permet d’induire la délétion du gene codant I'IL-1R1 spécifiquement dans les neurones
excitateurs de I’ hippocampe. Gréce a ce modéle, nous avons obtenu des résultats préliminaires
suggérant que, la délétion du gene est suffisante pour prévenir les troubles de la mémoire chez
des souris traitées par de I’IL-1p. Aingi, il y aurait un effet direct de I'lL-1 sur les neurones
excitateurs de I’ hippocampe qui altérerait la mémoire spatiale.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu étudier I'implication des CDB induites par
le traitement par de I’ IL-1p dans les troubles de la mémoire observés. De la méme fagon que
pour la question, nous avons utilisé variante du modéle que nous avons mis au point pour la

délétion de I'lL-1R1 mais cette fois-ci pour induire la délétion de H2A.X spécifiquement dans
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les neurones. En effet, il n'est pour I'instant pas possible techniquement de prévenir la
génération d une CDB, alors nous avons utilisé une approche qui permet de supprimer la
signalisation induite par la détection de la CDB via la phosphorylation de H2A.X. Nous avons
alors découvert que, ladélétion de H2A.X dans lesneurones excitateurs de |’ hippocampe serait
suffisante pour prévenir lestroubles delamémoire chez des souristraitéespar del’IL-18. Aing,
nous avons pour la premiére fois mis en évidence I’implication de la signalisation des CDB

dans des troubles de la mémoire spatial e, associées a un traitement chronique par del’IL-1p.

Finalement, nous avons pu mettre en évidence qu’ un traitement chronique par de I’ IL-1$
conduisant & des troubles de la mémoire spatiale sans neuroinflammation massive apparente.
Auss, gréce al’ utilisation de modéles originaux, nous avons pour la premiére fois soulever
I’'importance de la signalisation dépendante de I'lL-1R1 mais également de la signalisaiton
induite par les CDB, spécifiguement dans les neurones excitateurs de |’ hippocampe, dans
I’altération de la mémoire aprés un traitement chronique par de I'lL-1B. Ces découvertes
ouvrent donc la voie & un domaine d’' éude des CDB en conditions pathologique, qui peut

permettre a1’ identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

199



200



1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Analyses comportementales aprés traitement chroniquea I’lL-14

Animaux

Durant mes travaux de thése, nous avons utilisé trois modéles de souris méles égés de 4
a5 mois. Des souris sauvages C57BL6/J (Charles River), des souris transgéniques de lalignée
H2ax™ - CaMKII-CRE-ERT2 (croisement des lignées simple transgéniques obtenues par
MTA de, respectivement GIE-CERBM pour Gunther Schutz et de Frederick Alt (Erdmann et
al., 2007; Celeste et al., 2002)) et des souristransgéniquesde lalignée|l-1r1" - CaMK I1-CRE-
ERT2 (IL-1R1 flox donnée avec MTA avec Ari Waisman (Abdulaal et al., 2016)) de fond
génétique pur C57BL6/J. Les animaux expriment la CRE recombinase (CRE) sous le contréle
du promoteur de CaMKIlla. (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase |1 alpha) qui est un
gene mgjoritairement et fortement exprimé dans|les neurones excitateurs del’ hippocampe aprés
la naissance (Wang et al., 2013).

Les souris sont hébergées en groupe avec au minimum deux individus par cage, avec des
mesures d’ enrichissement, dans un environnement au cycle normal jour : nuit, 12 h: 12 h (les
lumiéres Salument a 7 h) et dont la température est contrdlée (22 °C + 1 °C). L’eau et la
nourriture sont disponibles a volonté. Toutes les expériences sur les souris ont été approuvées
par le Ministére et le comité dEthique CE2A122 sdlon les protocoles (#6483
2016072516333164 V3 et #14514-2018060113422025 V2), en accord avec les articles R.214-
87 et R.214-126 du coderural et de la péche maritime.

Induction dela délé&tion du gene floxé dans les souristransgéniques

Pour induire la délétion du gene d'intérét, les lignées transgéniques ont été traitées
quotidiennement par injection intrapéritonéale a raison de 0,1 mg/g/jour de tamoxifene,
subdivisé en deux injections par jour, pendant 5 jours. La préparation huileuse de tamoxiféene
(Sigma-Aldrich) est préparée dans de I'huile de mais stérile (Sigma-Aldrich). Les souris
contréles qui n’ont pas la construction CaMKI1I-CRE-ERT2 mais le géne d'intérét « floxé »,
sont également traitées par e tamoxiféne. Les souris sont ensuite laissées pendant un mois, un
temps nécessaire pour sassurer que les protéines dga traduites aient été éliminées du fat de
leur demi-vie (12 a 14 jours pour H2A . X , comparé a quel ques heures pour |IL-1R1 (Rachdaoui
et al., 2017; Fields et al., 2019) (Figure 1). Par la suite, les souris déficientes en H2A. X seront
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Figure 35: Programme général del’ organisation des expériences chez I’animal.
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appelées iH2A. X KO (induced H2A.X knock-out) et les souris déficientes pour IL-1R1, ilL-
1R1 KO (induced IL-1R1 knock out).

Infusion chronique par implantation de mini-pompes osmotiques

24 h avant le début du traitement des souris, les mini-pompes osmotiques (model 2004,
Alzet) sont remplies avec une solution saline 0,9 % complétée avec de la BSA (bovine serum
albumin) utilisée comme protéine porteuse & 0,1 % ou une solution d'IL-13 recombinante de
souris (rmIL-1f ) (Immunotools) reconstituée dans une solution saline. (NaCl) 0,9 %-BSA 0,1
%. Selon les recommandations du fabricant, les pompes IL-1 sont remplies de fagon a ce que
les souris recoivent une dose de 5 pg/kg/jour.

Lejour delachirurgie, les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéal e de 250
mg/kg d’ Avertine (Tribromoéthanol, ThermoFisher Scientific). Elles recoivent également pré-
et en post-opératoire 0,05 mg/kg d’ analgésique morphinique, la buprénorphine (AnimalCare).
Les souris sont épilées entre les deux omoplates pour réaliser une incision et créer une poche
sous-cutanée. La pompe est ensuite insérée dansla poche puis|’incision est suturée. Les souris
sont traitées pendant 24 jours avant le début des tests comportementaux (Figure 35). Le poids
des souris est suivi tout le long de I'expérimentation une semaine avant implantation et sur

plusieurs jours apres implantation par pesée.

Tests compor tementaux

Apres 24 jours de traitement, les souris sont soumises a trois tests comportementaux afin
d évaluer : leur niveau d’ anxiété avec I'EPM et lamémoire hippocampo- ou hon hippocampo-
dépendante avec respectivement le NPR et le NOR. Le programme chronologique
d’ organisation des tests que nous avons adopté est présenté sur les Figures 35 et 36A. Avant
chaque séance de comportement, les souris sont placées dans la suite comportementale 1 h
avant le début des expériences pour les familiariser a I'ambiance de la piéce. La piece de
comportement comporte sur ses murs des éléments visuels permettant aux souris de se repérer

dans |’ espace.
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Figure 36 : Présentation des tests comportementaux utilisés pour évaluer I’anxiété et la
mémoire des souristraitées.

(A) Programme de |’ organisation des tests comportementaux. Le design des expériences fait
gue la phase de test NPR correspond également ala phase de premiére exploration des objets
identiques pour le NOR dont la phase de test est réalisée 24 h apres. A = « objet non déplacé
ou inchangé », N = « nouvel objet ». (B) Photographie d’un dispositif EPM similaire a celui
utilisé pour mon projet de thése. (C) Photographie du dispositif pour le NPR et le NOR (ici une
capture d écran d'une phase d exploration initiadle dans le NPR) fabriqué et utilisé au
laboratoire. Nous disposons de deux arénes séparées par un €lément opaque pour ne pas que les
souris se voient.
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EPM

Le dispositif EPM (Ugo Basile) se présente comme un labyrinthe en forme de croix fait
en plastique/ou en métal opague, congtitué de deux bras opposés dits ouverts car exposes et
deux bras opposes dits fermés (car encerclés de murs élevés) connectés par une plateforme
centrale, et evé aenviron 60 cm du sol (Figure 36B). Chaque souris est placée au centre du
labyrinthe et laissée libre d’ explorer la plateforme pendant 10 min (Figure 36A). L’ exploration
est enregistrée par caméra video et la distance parcourue, le nombre d’ entrées dans chague bras
auss bien que le temps passé dans chaque bras est quantifié automatiquement en utilisant le
logiciedl ANY-maze (Ugo Basile). Une souris est considérée entrée dans un bras lorsque 50 %

de la masse détectée de |a souris franchit une section.

NPR et NOR

LeNPR permet d’ évaluer les capacités de mémori sation spatial e hippocampo-dépendante
alors que le NOR, tel qu'il est rédiseici, permet d' évaluer la mémoire de reconnaissance qui
n’implique pas |” hippocampe (Denninger et al., 2018).

LeNPR et le NOR sont réalisés dans un dispositif fabriqué au laboratoire qui consiste en
une cage en plexiglas transparent (60 x 30 x 40 cm) posée sur une surface marquée au sol
(Figure 36C).

Pour le NPR, deux objets identiques sont placés dans |’ aréne. Les souris sont déposées
au centre de |’ aréne et sont laissées libres d’ explorer leur environnement et d’interagir avec les
objets pendant 10 min, il s agit de I’ éape d'exploration initiale des objets et de la cage d'ou le
terme « habituation ». 3 h aprés la familiarisation, un des objets est déplacé (objet N) al’ autre
bout de I'aréne et les souris sont de nouveau déposées dans I'aréne afin d'explorer cet
environnement familier ou seul un objet aété déplacé pendant 10 min (étape de « test ») (Figure
36A). L’ objet non déplacé est appelé (A).

Le NOR est réalisé 24 h aprés la phase de test du NPR. Par rapport ala configuration de
I’ étape de test du NPR, |’ objet qui n’ avait pas été déplacé (objet A), est remplacé par un nouvel
objet (objet N) trés différent du premier. Aing, I’ étape de test du NPR correspond a I’ étape
d exploration initiale pour le NOR. Les souris sont de houveau mises dans |’ aréne pendant 10
min (Figure 34A).

Entre chaque souris, I’ aréne et |es objets sont nettoyés avec de I’ é&thanol pour enlever les
marques ol factives déposées par les souris et d’ éventuel s excréments. Les étapes de chaque test
sont enregistrées par caméra vidéo et |e temps passé a explorer chaque objet pour I’ éape de test
est chronométré manuellement, al'aide d'un logiciel de scoring ANVIL. Ladistance parcourue

205



206



dans I’ aréne est également quantifiée en utilisant un logiciel codé au sein de notre équipe par
Charlotte Paut. 1l est considéré comme de « I’ exploration » les moments ou le museau de la
souris pointe en direction de I objet et est en contact avec ce dernier, avec les quatre pattes au
sol. Il est exclu les moments considérés comme du jeu ou la souris monte sur |’ objet ou met ses
pattes sur I’ objet. Ce test repose sur un comportement naturel de la souris qui est la détection et
la concentration d'exploration sur lanouveauté. Ainsi une souris aura tendance a aler explorer
ce gu’ elle ne connait pas. On peut alors fixer un seuil a 50 % du temps total d’ exploration qui
correspond a I'absence de préférence d’ objet. Ainsi une souris en bonne santé aura tendance a
passer plus de 50 % du tempstotal d’ exploration aexplorer I’ objet qui aété déplacé ou le nouvel
objet.

Laphase d'exploration initiale des objetsidentiques est aussi analysée avec le programme
misau point au laboratoire, ce qui permet de dégager des heat-map et de calculer une éventuelle
préférence latérale de chague souris. En effet, cette donnée permet d'exclure un biais de

latéralité de la cohorte qui compromettrait le reste de I'étude.

1.2. Analyse destissus préleves chez les souris

Collecte des échantillons biologiques

A 28 jours (sauf spécifié autrement), les souris subissent une deuxieme anesthésie
terminae par overdose d'Avertine (500 mg/kg). Un prélevement de 300 ul de sang
intracardiaque est effectué en vue du futur contréle des niveaux d'IL-13 dans le sang par
ELISA. L'exsanguination par perfusion intracardiaque de 0.9% NaCl est dorsréaisee avant de
procéder au prélévement du cerveau des animauix. Une coupe longitudinale médiale est réalisée
afin de séparer les deux hémisphéeres. Un hémisphére est mis dans une solution a 4 % de PFA
dans du PBS pour fixation pendant 48 h a 4 °C sous agitation pour réaliser des coupes
histologiques. L’ autre hémisphere est stocké directement a-80 °C pour les analyses ultérieures

de protéines ou d ARNm d’ intérét.

Préparation des coupes de cerveaux et marquages par immunohistochimie ou
immunohistofluor escence

Aprés 48 h defixation, les hémi-cerveaux sont ensuite lavés dans du PBS 1X pendant 24
h a4 °C sous agitation. Au préalable, les hémi-cerveaux sont mis dans une solution de sucrose
a30 % dansdu PBS 1X a4 °C jusqu'a saturation du tissu en sucre. Pour la découpe, les hémi-
cerveaux sont disposes sur une platine réfrigérée d’un microtome aglissiére (LeicaSM2010 R)
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sur un socle de sucrose a 10 %. Les cerveaux sont disposés « débout » de fagon a pouvoir
réaliser des coupes coronales. Des coupes de 25 um d’ épaisseur sont réalisées et mises dans du
cryoprotectant (30 % glycérol, 30 % éthylene glycol et PBS 1X) pour conservation a-20 °C.

Pour réaliser les marquages immunohi stofl uorescents, les coupes sont d’ abord lavées 4x5
min dansdu TBS 1X puis perméabilisées 2x5 min dansdu TBS-0,5 % Triton X-100 (Tx). Aprés
ringcage 1x5 min au TBS 1X, les coupes sont mises au four 10 min & 100 °C dans du tampon
citrate pH 6 (acide citrique 9,4 mM ; citrate de sodium 41,2 mM ; H20) chaud pour laprocédure
de démasguage d'antigene. Apres lavage 4x5 min dans du TBS 1X, les coupes sont mises dans
une solution de blocage des peroxydases endogenes (3 % peroxyde d’ hydrogéne, 10 % de
méthanol, TBS 1X) pendant 15 min a température ambiante. Les coupes sont ensuite lavées
3x5 min au TBS 1X et 2x5 min au TBS-0,5 % Tx, en aternance, puis bloguées dans une
solution de TBS-0,1 % Tween contenant 5 % de BSA et de 5% sérum normal de chévre (NGS)
pendant 1 h a température ambiante. Pour les marquages, les anticorps primaires suivant ont
été utilisées: lemonoclonal anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) de sourisdilué au 1/1000
(Millipore, MAB3402), le polyclonal anti-IBA-1 (ionized calcium binding adaptor molecule 1)
de lapin dilué au /1000 (WAKO, 019-19741) et le polyclona anti-53BP1 de lapin dilué au
1/500 (Novus, NB100-304) dans une solution de TBS-Tween 0,1 % contenant 3 % de NGS.
Les coupes sont incubées avec |’ anticorps primaire sur lanuit a4 °C. Les coupes sont ensuite
lavées 3x15 min au TBS 1X et 2x15 min au TBS-0,1 % Tween, en aternance, puis incubées
2h atempérature ambiante avec les anticorps secondaires conjugués Alexa- (Alexa Fluor 488,
594, 633, Life technologies) correspondants, dilués au 1/500 dans une solution de TBS-0,1 %
Tween contenant 3 % de NGS. Les coupes sont finalement lavées 1x 15 min au TBS 1X,
incubées 30 min avec du DAPI dans du TBS 1X pour le marquage nucléaire et ensuite lavées
3x15 min au TBS 1X et 2x15 min au TBS-0,1 % Tween par aternance. Les coupes sont enfin
montées sur lame SuperFrost (ThermoFisher Scientific) avec du milieu de montage ProlLong
Gold Antifade (Life technologies) puis recouvertes d’ une lamelle en verre, et conservées a4°C
al'obscurité.

Les comptages des neurones positifs pour un foyer 53BP1 sont réalisés manuellement,
directement au microscope afluorescence Olympus BX41 (objectif 40X). Les comptages sont
effectués en discriminant les neuronesissus delacorne d Ammon (CA) et du gyrus denté (GD).
Brievement, 3 coupes coronales réparties sur les régions rostrale, médiane et caudaes de
I'hippocampes sont prises en compte. Le nombre de neurones présentant au moins un foyer
positif pour le marquage 53BP1 est déterminé pour chaque région de I'hippocampe, et la
moyenne est obtenue a partir des décomptes sur 3 coupes par CA ou par DG. Les comptages
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Figure 37: lllustration schématique de la localisation de la région d’intérét, dans
I”hippocampe choisie pour le comptage des populations cellulaires sur une section de
cerveau.

La région d'intérét se situe entre le gyrus denté et la région CA1, au niveau de la couche
médullaire du gyrus denté. Adapté de Grady, 2003.
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des populations cellulaires d astrocytes (GFAP) et de microglie (IBA1) sont réalisées
manuellement sur le logiciel FIJ a partir d acquisition réalisées gréace a un microscope a
fluorescence Olympus BX41 (objectif 40X). Les populations cellulaires sont comptées dans la
couche médullairedu GD, entrele GD et le CA1 sur 3 sections de cerveaux par individu (Figure
37). Pour chaque section, le nombre de cellules est ensuite ramené au nombre total de cellules
par mm3. Les marquages immunohistochimiques sont réalisés selon le méme protocole que
précédemment décrits a la différence du marquage secondaire. L'anticorps polyclona anti-
Doublecortine (DCX) de lapin dilué au 1/2000 (Synaptic System,326 003) est incubé pendant
2 j a4°C. Apres les lavages, I'anticorps secondaire, un anti-lapin biotinylé, prét aI’emploi
(Vectorlabs, BP-9100) pendant 2 heures a température ambiante. Apres lavages, |'avidin-HRP
est gjoutée gréace au kit Vectasatin Elite ABC (Vector labs, PK-6100) selon les directions du
kit. Enfin la réaction du secondaire est révélée par chemiluminescence en utilisant le kit DAB
(Vectorlabs, SK-4100). Le nombre de cellules positives pour la doubl ecortine par coupe de GD,
au niveau de la couche subgranulaire, a été évaluée par comptages manuels au microscope
Olympus BX41 (objectif 40X), a partir de 3 coupes par individu.

Les figures dillustration des marquages de populations cellulaires sont issues
d acquisitions en z réalisées sur un microscope confocal SP8 (Leica Microsystems) al’ objectif

60X et traitées par projection maximale sur lelogiciel FIJI.

1.3. Expériencesin vitro

Culture primairede neurones

Les neurones primaires d' hippocampe ont été préparés a partir de souriceaux C57BL6/J
ajour postnatal 0-1. Lapréparation des neurones est identique a celle réalisée avec les neurones
de rat pour la partie du projet sur le BoDV. Brievement, aprés récupération des hippocampes,
les tissus sont digérés par de la papaine puis dissociés dans du LO-OVO 1X. Les cellules
dissociées sont ensuite filtrées et déposées sur un coussin de BSA 4% pour éliminer lescellules
gliales. Quelques changements sont cependant apportés au protocole : le milieu Neurobasal-A
(Gibco) est utilise comme base au milieu de culture. Par ailleurs, |es neurones sont ensemenceés
dans des puits coatés alapoly-D-lysine (Merck-Millipore) ou sur deslamelles précoatées poly-
D-lysine et laminine (Corning) réhydratées le jour de la dissection. Les neurones sont cultivés
pendant 14 jours dans un incubateur (37 °C, CO2 5%) avant d' étretraités.
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Traitement

A 14 jours de culture in vitro, les neurones sont traités avec des doses croissantes (voir
figures dans les résultats) de cytokines pro-inflammatoires recombinantes murines suivantes :
IL-1B ou IL-6 ou TNFa reconstituées dans une solution saline (NaCl) 0,9 %-BSA 0,1 %. Les
traitements sont mis directement dans le milieu pendant 5 h al’incubateur (37 °C, CO2 5%).
Apresles5 h detraitement, les cultures sont rincées avec du PBS 1X a37 °C puisles protéines
sont extraites, selon les mémes procédures détaillées dans la premiére partie des résultats de
mon projet de these.

Western blot

La procédure de WB est la méme que pour les expériences de la premiére partie de
résultats. Brievement, les protéines sont extraites avec un tampon RIPA (complété avec des
inhibiteurs de protéases et de phosphatases), soniquées puis centrifugées pour récupérer le
surnageant. Les échantillons sont déposés sur un gel polyacrilamide Bis-Tris 4-15 % (BioRad)
et séparé par SDS-PAGE (électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate de sodium) et transférés sur une membrane de nitrocellulose 0,22 um. Les
membranes sont bloquées avec du tampon Intercept Odyssey (Li-COR) et incubées 3 h a
température ambiante ou toute la nuit a 4 °C en présence des anticorps primaires suivants :
polyclonal anti-yH2A.X de sourisdilué au 1/2000 (ThermoFisher, MA1-2022) et le monoclonal
anti-pB-Actin de souris dilué au 1/50000 (Sigma, A5441). Les membranes sont ensuite incubées
avec |’ anticorps secondaire anti-souris couplé a un fluorophore infrarouge CF770 (Biotium)
dilué au 1/20000 dans du tampon Intercept Odyssey pendant 45 min a température ambiante.
Les signaux sont analysés et quantifiés en utilisant un imageur ainfrarouge Odyssey Li-COR

Fc couplé avec le logiciel Image studio (Li-COR).

Analyse en aveugle et tests statistiques

Les analyses et chronométrages manuels des vidéos de comportement, ains que les
comptages des populations gliales et des foyers de 53BP1 ont é&té réalises al’ aveugle sans que
ni le génotype, ni le traitement de |’ individu ne soient connus. Les analyses statistiques ont été
réalisées en utilisant le logiciel Prism 8 (GraphPad). La distribution normale des données a été
vérifiée avec le test de normalité de D’ Agostino et Pearson, et le test de Bartlett a été utilise
pour vérifier |'égalité des variances. Une correction de Welch aéé appliquée lorsque les
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Figure 38: L’IL-1p et I'IL-6 augmentent les niveaux de cassures double-brin dans des
neurones primaires d’ hippocampe de souris.

Aprés 14 j de cultures, des neurones primaires ont été traitées par deI’IL-1 (A) ou I'IL-6 (B)
oule TNFa (C) aux doses de 10, 20 et 50 ng/mL pendant 5 h et les niveaux de yH2A.X sont
quantifiés par Western blot. (A) A gauche, un Western blot représentatif des niveaux de
yH2A X et delap-actine dansles cultures primaires de neuronestraitéesavec I’ IL-1p. A droite,
les quantifications des signaux. n = 2 a 3 puits par conditions sur 3 a 9 expériences
indépendantes. (B) Quantification des signaux pour des cultures traitéesavec I'lL-6.n=14a3
puits par conditions sur 2 a 5 expériences indépendantes (C) Quantification des signaux pour
des culturestraitées avec le TNFa. n = 2 a 3 puits par conditions sur 3 a 4 expériences.

Les signaux yH2A. X sont normalisés sur ceux de la B-actine. La moyenne des ratios yH2A. X
sur B-actine dans les cultures traitées avec 0 ng/ml d'IL-1p a été définie a 1 pour chague
expérience. ****p<0,0001, *p<0,05 vs. IL-1b = 0 ng/mL par e post-hoc t-test de Dunnett avec
une correction de Welch. Les barres représentent la moyenne + SEM (erreur type)
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variances n’ étaient pas égales. Chaque test utilisé est spécifié dans lalégende de chaque figure.
L’ hypothése nulle est rejetée pour p<0,05.

2. RESULTATS

2.1. L'IL-15 et I'IL-6 augmentent les niveaux de cassures double-brin

dans des de neurones primaires d’ hippocampe de souris

La neuroinflammation est caractérisée par la production de cytokines pro-inflammatoires
donc lesprincipales sont I'l1L-1p, I'IL-6 et le TNFa. C’ est pourquoi nous avons décidé de tester
I"impact ces trois cytokines sur les niveaux de CDB dans des cultures primaires de neurones
d  hippocampe de souris a la naissance. Les cultures primaires ont été traitées avec des doses
croissantes de cytokines et aux doses de 50 ng/mL, les neurones traités par I'lL-1f ou I'IL-6
présentent une augmentation significative des niveaux de yH2.AX. Pour I'IL-1p, ala dose de
50 ng/mL, I’ augmentation est d environ 43,9 % + 7,7 % (erreur type) (Figure 38A) et pour IL-
6, ala méme dose, I’ augmentation est de 34,1 % + 14,6 % (erreur type) (Figure 38B). Maisle
TNFa n’induit pas de modifications des niveaux de CDB dans les neurones aux doses utilisees
(Figure 38C). Ladose supérieure de 100 ng/mL a également été testée pour toutes les cytokines
mais apparait comme étant cytotoxique dans les conditions de I’ expérience (données non
montrées).

Cesrésultats ont misen évidence quel’ IL-1 et I’ [L-6 peuvent induire une augmentation
des CDB dans I’ADN des neurones primaires d’hippocampe. Ains, a la vue des résultats
obtenus in vitro et des données de la littérature sur I'omniprésence de I'lL-1B dans la
neuroinflammeation, nous avons chois d’ utiliser cette cytokine pour les traitements chroniques

in vivo et les analyses de comportement.

2.2. L'infusion chronique par de I'lL-15 systémique conduit a des
défauts de mémoire et a |I’accumulation de cassures double-brin dans
I” hippocampe de souris sauvages

Des mini-pompes osmotiques implantées en sous-cutanée ont été utilisées pour traiter des
souris chroniquement par de I'lL-1f (souris IL-1f) de pendant 28 jours. Un groupe de souris
implantées avec des mini-pompes infusant delasaline 0,9 % + BSA 0,1 % (souris saline) a été

utiliseé comme groupe contréle.
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Figure 39 : Courbe de I’ évolution des poids des souris C57BL6/J au cours de I'infusion
systémiqued'IL-1 B.

Les souris ont éé implantées en sous-cutanées par des mini-pompes osmotiques pour un
traitement chronique par de I'lL-1f a une dose de 5 pg/kg/j ou par son véhicule (saline). Le
poids des souris a été suivi jusqu’ au sacrifice. n = 21 souris saline et n = 21 souris IL-1p dans
deux cohortesindépendantes. L'analyse statistique par modéles mixtes (REML) montre un effet
significatif de l'interaction du traitement avec le temps (***p<0,001). ns: non significatif,
*P<0,05 par post-hoc tests de Bonferroni entreles conditions IL-1p et saline au méme jour. Les
barres représentent la moyenne + SEM
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Le poids des sourisad'abord été suivi régulierement. Dans|les premiersjours, nous avons
observé une perte de poids associée a la récupération post-chirurgicale mais cette diminution
était plusimportante chez les souris IL-1f avec une différence significative a 2 (Figure 39). A
J-J5, toutes | es souris recommencent areprendre du poids et malgré quel ques différences dans
la vitesse de prise de poids, les souris IL-1p et les souris saline finissent par récupérer et avoir
des poids non significativement différents au moment des tests de comportement (J24).

Ces résultats suggerent donc que I’ infusion de la cytokine abien lieu car les souris1L-1
subissent des pertes de poids initiales plus importantes que les souris saline, un symptéme
caractéristique du SBS observé dans les premiers jours dinfusion. Par la suite les poids ne sont

plus différents et permettent d'évaluer le comportement des souris.

Le traitement chronique par de I'lL-1p ne semble pas induire d’anxiété ou de
troubles moteurs chez la souris sauvage

Le premier test réalise a 24 | de traitement est le test du labyrinthe en croix surélevé
(EPM) qui permet d évaluer le niveau d'activité et d’ anxiété des souris. Les déplacements des
souris dans les différents bras sont enregistrés puis analysés par I’ intermédiaire d unlogiciel de
tracage qui permet d’ obtenir des représentati ons graphiques des heat map de zones d'occupation
et des déplacements (Figure 40A). L’ analyse des distances totales parcourues par les souris
montrent que ces distances sont équivalentes entre les souris IL-1p et saline montrant que le
traitement a I'lL-1B n'atére pas la motricité des souris (Figure 40B). Egalement, les
pourcentages d’ entrée et de temps passe dans le bras ouvert ne montrent pas de différences
significatives entre les deux conditions (Figure 40C-D). Cependant, les résultats obtenus sur le
temps passé dans le bras ouvert suggerent que les souris IL-1p présentent un comportement
|égérement désinhibé ou moinsanxieux qui nelesfreinent pasdans|'exploration du brasouvert.

Les résultats obtenus sur une seule cohorte nécessitent d’étre reproduits afin de de
confirmer ou d'infirmer lalégere désinhibition observée des souris IL-1p.

Letraitement chroniquepar del’IL-1p conduit adestroublesdelamémoirespatiale
hippocampo-dépendante

Aprés avoir analysé le comportement inné des souris, nous avons voulu évaluer leurs
capacités d’ apprentissage et de mémorisation. D’ abord, nous avons veérifié s les souris étaient
capables d explorer I'aréne de ces tests de maniere équivalente et d'exclure des biais éventuels
de préférencelatérale qui seraient lié au dispositif, et qui pourraient biaiser lesrésultats obtenus

avec cestests. Lesdéplacements des sourisenregistrés durant laphase d' habituation du NPR
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Figure40: Letraitement chronique par del’lL-1B ne semble pasinduired’anxiété ou de
troubles moteurs chez la souris sauvage

(A) Exemplereprésentatif de carte de chaleur (agauche) et du tracés (adroite) des déplacements
des souris par tracage avec le logiciel ANY-maze. (B) Mesures de la distance totale parcourue
pendant les 10 min d’ exploration (C) Quantifications des entrées dans |es bras ouverts qui sont
exprimées en pourcentage du nombre total d’ entrées dans tous les bras. (D) Mesures du temps
passe dans les bras ouverts qui sont exprimées en pourcentage du temps total d’ exploration. n
=9 sourissaline et n = 9 souris IL-1f sur une cohorte. ns: non significatif vs. saline, par test t
de Student non apparié. Les barres représentent |la moyenne = SEM.
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ont été tracés. Les résultats montrent que, peu importe le traitement, les souris n‘ont pas de
préférence pour |'un ou l'autre cété de I'aréne en phase initiale d'exploration puisgu'elles ne
passent pas plus de temps agauche qu'adroite (Figure 41A). Aing, les sourisn’ont pasdebiais
de latéralité. De la méme fagon, les souris IL-1B parcourent la méme distance que les souris
saline durant les 10 min d’ exploration (Figure 41B).

Nos analyses du NPR montrent que, durant la phase de test, les sourisIL-1p passent plus
de temps a explorer I’ objet déplacé (N) puisque le pourcentage de temps passe a explorer cet
objet est significativement supérieur au seuil de non préférence fixé a50 % (Figure 41C). Les
souris se souviennent donc de I’ objet non déplacé (A). En revanche, les souris IL-1f n’ont pas
de préférence entre |’ objet A et N et passent autant de temps a explorer les deux objets (Figure
41C). Ces réaultats indiquent que les souris IL-1B ne se souviennent plus de la position des
objets explorés lors de la phase d’ exploration initiae.

Nosanalysesdu NOR ont révélé que, durant laphase detest, dansle casdes souristraitées
et non traitées, celles-ci passaient plus de temps avec |’ objet remplacé/nouveau (N) avec un
pourcentage du temps d’ exploration de I’ objet N significativement supérieur au seuil de non
préférence (Figure41D). Aing, lessourisont reconnu le changement d’ objet 24 h apréslaphase
d’ habituation.

Aing, les souris traitées IL-1B ne présentent pas de troubles de la mémoire de
reconnaissance d objet, indépendante del’ hippocampe, impliquée dans le NOR. Cependant, les
souris IL-1B ont des troubles de la mémoire spatiale dépendante de I’ hippocampe, impliquée
dansle NPR.

La numération des populations gliales ne semble pas modifiée dans |’ hippocampe
de souristraitées chroniquement par del’IL-1B

La neuroinflammation est souvent accompagnée d' un recrutement et d’ une prolifération
des celules glides. Dans les cas extrémes, la prolifération de ces cellules conduit a un
environnement délétére pour les neurones et déclenche leur mort. Nous avons donc voulu
ensuite éudier le nombre de cellules microgliaes et d’ astrocytes au niveau de |” hippocampe
dans les souris IL-1p et saline. Le comptage a été réalisé entre le GD et le CA1 comme décrit
dans le « Matériel et Méthodes ». Les marquages obtenus pour la GFAP nous permettent de
guantifier dans cette région les astrocytes, tandis que ceux pour IBA-1 nous permettent de
guantifier les cellules microgliales (Figure 42A). Les quantifications obtenues montrent qu’il
n'y apas de différences significatives dans le nombre d’ astrocytes (Figure 42B) ou de cellules
microgliales (Figure 42C) entre les hippocampes de souris IL-1p et de souris saline.
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Figure4l: Letraitement chronique par del’IL-1f conduit a destroubles de la mémoire
spatiale hippocampo-dépendante

(A) Exemplereprésentatif delaheat map (agauche) des déplacements d'une sourisdans|’ aréne
du NPR. A droite, les temps passés de chague coté de |’ aréne ont éé mesurés pour évaluer un
éventuel biais de latéralité. L’ histogramme a droite représente le pourcentage de temps passe a
gauche del’ aréne par rapport au seuil de non préférence de 50 % (ligne pointillée). n = 9 souris
saline et n =9 souris|L-1b sur une cohorte (B) Mesures de ladistance total e parcourue pendant
les 10 min d'exploration. n = 9 souris saline et n = 9 souris IL-1b sur une cohorte (C)
Pourcentage de temps passeé avec |’ objet non déplacé (A) et |’ objet déplacé (N) par rapport au
temps total d' exploration d'objet pendant la phase de test du NPR. Le seuil de non préférence
est fixé a 50 % (ligne pointillée). n = 14 souris saline et n = 11 souris IL-1b de deux cohortes
indépendantes. (D) Pourcentage de temps passé avec |’ objet ancien (A) et I’ objet nouveau (N)
par rapport au temps total d’ exploration pendant la phase de test du NOR. Le seuil de non
préférence est fixé a50 % (ligne pointillée). n = 14 sourissaline et n = 11 souris IL-1 de deux
cohortes indépendantes. ns : non significatif, ****p<0,0001, **p<0,01 vs. 50 % par le t-test pour
un échantillon de Wilcoxon pour I’ objet N pour (A), (C) et (D), ou IL-1p vs. sdline par le t-test
de Student non-apparié (B). Les barres représentent la moyenne + SEM.
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Aing, le traitement chronique par IL-1p ne semble pas induire d astrogliose ou de
microgliose apparente dans I’ hippocampe. Aing, la quantité infusée de cytokine ne semble pas
suffisante pour induire une neuroinflammation massive. Ces résultats seront complétés par
d’ autres cohortes pour validation.

La neurogenése ne semble pas altérée dans I'hippocampe de souris traitées
chroniquement par del’IL-1p

Il a éé montré dans un modele d induction de la dépression médié par un traitement
chronique aI’'lL-1pB, que cette derniere induisait des troubles dans la neurogenése (Goshen et
al., 2008). Nous nous sommes donc demandés ce qu’il en était pour notre modéle. Nous avons
réalisé un comptage des neurones immatures qui sont positives au marquage DCX danslazone
subgranulaire du gyrus denté de I'hippocampe (Figure 43A-B). Les comptages réalisés
montrent une absence de différence significative du nombre de neurones immatures entre les
souris IL-1p et saline (Figure 43C). Cependant, il est observé une tendance a une diminution
des neurones immatures chez les souristraitées al’IL-1p.

Aing, cesrésultats semblent suggérer qu’il n’ existe pas de différences importantes, dans
notre modele, entreles quantités de neurones immatures entre les souris traitées chroniquement
al'lL-1p et sdine.

Ces résultats montrent donc qu’un traitement chronique par de I'lL-1f conduit & des
troubles de la mémoire hippocampo-dépendante mais que ces perturbations ne sont associ ées,
ni par des modifications de population gliale, ni par un effet majeur sur la neurogenese. C’ est
donc directement au niveau des fonctions neuronales que I’ IL-1p semblent avoir un impact. En
considérant nos résultats obtenus in vitro et pour commencer a éucider ces mécanismes, nous

avons fait I’ hypothese que I’ |L-1B pouvait perturber les CDB dans |les neurones des souris.

Le traitement chronique par de I'lL-1f induit une augmentation du nombre de
neur ones avec des cassur es double-brin, dans|’hippocampe

Pour quantifier les neurones qui présentent des CDB dans I’ADN des neurones de
I” hippocampe nous avons marqué les coupes de tissu avec un anticorps dirigé contre 53BP1.
Nous retrouvons le marquage diffus de 53BP1 caractéristique dans les noyaux des neurones des
couches granulaires du GD et de la CA (Figure 44A). Les neurones positifs pour au moins un
foyer de 53BP1 ont été dénombrés (Figure 44B). Nous avons réalisé des comptages séparés
pour les deux sous-ensembles de |” hippocampe que sont le GD et la CA. D’ abord, dansles GD

issus
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Figure 42: La numération des populations gliales ne semble pas modifiée dans
I”hippocampe de souristraitées chroniquement par del’IL-1p.

(A) Exemple représentatif d’ un marquage immunohistofluorescent des populations de cellules
gliales dans larégion d'intérét entre le GD et CA1 sur une coupe de cerveau de souris IL-1f.
Le marquage GFAP (astrocytes) est en rouge, IBA-1 (microglie) est en vert et le marquage
nucléaire avec le DAPI est en bleu. Section d’ une mosaique d' une coupe de cerveau prise au
microscope confocal SP8 a I’ objectif 63x. Barre d’ échelle = 40 um. (B) Quantification du
nombre d astrocytes par mm? de région d'intérét. (C) Quantification du nombre de cellules
microgliales par mm?3 de région d'intérét. n = 2 a4 sections par cerveau et par condition sur 5
souris saline et 5 souris IL-13 d’une cohorte. Les moyennes des densités de cellules pour la
condition saline ont été définiesa 1. ns: non significatif vs. saline par le t-test de Student non-
appariée. Les barres représentent la moyenne + SEM.
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de souris|L-1p, nous observons une augmentation significative du nombre de neurones positifs
pour un foyer de CDB (5,4 vs. 9,2) (Figure 44C). De la méme fagon, dans le CA des souris|L-
1B nous avons observé une augmentation significative du nombre de neurones positifs pour une
CDB (6,00 vs. 9,3) (Figure 44D).

Ains cesrésultats montrent que le traitement chronique al’ IL-1p augmente le nombre de

neurones avec au moins une CDB dans |’ hippocampe.

Afin d éudier s les effets que nous avons observés d'un traitement chronique et
systémique a I'lL-1B sur le comportement des souris, et les mécanismes cellulaires,
nécessitaient la signalisation de I’ IL-B directement au niveau du neurone, nous avons conduit
les mémes séries d' expériences avec des sourisilL-1R1 KO. Dans la partie suivante je vous
présenterai les résultats préliminaires que nous avons obtenus. Toutes ces expériences doivent

donc étre reproduites pour confirmer ou infirmer les tendances que nous avons observées.

2.3. La déficience du récepteur IL-1R1 prévient les troubles de la

mémoire des souris traitées chroniquement a I’ IL-13

Les modéles originaux de souris que nous avons utilisés, nous permettent d induire, a
I” &ge adulte, la délétion du gene codant I’ [L-1R1 spécifiquement dans |es neurones excitateurs
de I" hippocampe. Ce modele nous permet de nous affranchir des troubles du dével oppement
gue pourrait causer un KO total et nous permet également d’ étudier avec précision lerble dela

signalisation par I’ IL-13 directement au niveau des neurones de |” hippocampe.

Le traitement chronique par de I'lL-1p ne semble pas induire d’anxiété ou de
troubles moteurschez les sourisilL-1R1 KO

D’abord, nous avons observé qu'il n'y avait pas d’ effets du traitement sur la distance
parcourue (Figure 45A) et sur le nombre d’ entrées dans les bras ouverts. L'expression de I'lL-
1R1 au niveau des neurones ne semble pas non plus avoir d'effet sur ces mesures (Figure 45B).
En revanche, nous observons une tendance a une augmentation du temps passé dans le bras
ouvert pour les sourisilL-1R1 KO saline qui reste non significative et disparait dans les souris
KO traitées avec I'lL-1p (Figure 45C). Aingi, ces résultats ne suggérent pas un impact majeur
de la délétion du géne ou du traitement (comme pour les souris sauvages) sur I’ anxiété des

souris et leur motricité.
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Figure 43 : La neurogenese ne semble pas altérée dans |I" hippocampe de souris traitées
chroniquement par del’IL-1p.

(A) Exemple d’ un marquage immunohistochimique des neurones immatures avec le marqueur
DCX sur une section de cerveau de souris. Les comptages sont réalisés dans la couche
subgranulaire du GD (aire tracée). Acquisition au microscope optique a I’ objectif 10x. Barre
d échelle : 100 um. (B) Exemple de neurones immatures positifs pour DCx (pointes de fleche).
Acquisition au microscope optique al’ objectif 40x. Barre d’ échelle : 20 um. (C) Quantification
du nombre de neurones positifs pour DCx dans |’ aire tracée. n = 3 sections par souris pour une
cohorte de 5 souris saline et 4 sourisIL-1 . Test non significatif ap = 0,12 vs. saline avec le t-
test de Student non apparié. Les barres représentent la moyenne + SEM.
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L’ altération destroubles de la mémoire induite par letraitement chronique par de
I"IL-1B est évité en délétant le gene codant lerécepteur 1L-1R1

L’induction de la délétion du gene I1-1r1 ne semble pas impacter la reconnaissance de
I’ objet déplacé (N) chez les souris saline. Par ailleurs, la méme absence de reconnaissance de
I’ objet déplacé, observé auparavant chez les souris sauvages IL-1p, est retrouveé chez les souris
IL-13 mais non déficientes en IL-1R1 (Figure 45D). De maniéere fascinante, les souris
déficientes en IL-1R1 neuronal passent plus de 50 % du temps aexplorer I’ objet déplacé.

Ces résultats préliminaires suggérent donc que les souris déficientesen IL-1R1 au niveau
de leurs neurones conservent leurs capacités de mémorisation spatial e hippocampo-dépendante

malgré un traitement chronique par I’ IL-1p.

La numération des populations gliales ne semble pas modifiée dans |’ hippocampe
de sourisdéficientes pour 1L-1R1, traitées chroniqguement par del’IL-18

Les sourisilL-1R1 KO traitées par del’IL-1p ne semblent pas montrer de différences ni
dans le nombre d’ astrocytes (Figure 45E) et ni dans le nombre de cellules microgliales (Figure
45F) par rapport aux souris non déficientesen IL-1R1. Auss, les souris traitées chroniquement
al’'lL-1B, qu elles soient déficientes ou non pour le récepteur ne présentent pas non plus de
différences importantes dans le nombre d’ astrocytes (Figure 45E) et le nombre de cellules
microgliales (Figure 45F). Il semble cependant qu’il y ait une Iégére augmentation, non
significative, pour cette cohorte, du nombre de cellules microgliales chez les souris traitées a
I'IL-1B, mais non déficientes pour le récepteur.

Ces résultats montrent donc que la délétion du récepteur IL-1R1 ne semble pas avoir

d’ impact majeur sur les populations gliales, quel que soit le traitement recu par les souris.

Dans les premiéres expériences nous avons trouvé que les niveaux de CDB été
augmentées chez les souris traitées chroniquement par de I'[L-1B. Nous nous sommes donc
demandés s cette augmentation des CDB était associée aux troubles de la mémoire observés
aprés traitement par de I’ IL-1p. A I"heure actuelle, il est impossible techniquement de bloquer
lagénération des CDB. Nous avons donc décidé de bloquer 1a signalisation précoce induite par
ladétection des CDB. Le modéle iH2A.X KO que nous étudions, nous permet ainsi de blogquer
la détection et a la signalisation induite par la phosphorylation du variant d’ histone H2A. X,
spécifiquement dans les neurones excitateurs de I” hippocampe, al’ &ge adulte.
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Figure 44 : Letraitement chronique par del’lL-1p induit une augmentation du nombre
de neurones avec des cassures double-brin, dans|” hippocampe.

(A) Exemple représentatif d’un marquage immunohistofluorescent de foyer de CDB avec un
anticorps dirigé contre 53BP1 (vert) sur une coupe de cerveau, centrée sur la région de
I'hippocampe. Les noyaux des neurones ont un marquage diffus 53BP1 au niveau des couches
granulaires du GD et du CA. Acquisition de I'image au microscope a fluorescence Olympus a
I’ objectif 4x. Barre d’ échelle = 100 um. (B) Les marquage 53BP1 forme des foyers aux sites
de CDB (pointes de fleche). Acquisition de I'image au microscope a fluorescence Olympus a
I objectif 40x. Barred' échelle = 10 um. (C) Quantification du nombre de neurones positifs pour
au moins un foyer 53BP1 au niveau du GD. (D) Quantification du nombre de neurones positifs
pour au moins un foyer 53BP1 au niveau du CA. n = 2 a 3 sections sur 11 souris saline et 11
souris IL-1 de deux cohortes indépendantes. **p<0,01, *p<0,05 vs. saline par le t-test de
Student, avec une correction de Welch pour (C). Les barres représentent la moyenne + SEM.
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Dans la partie suivante je vous présenteral les résultats préliminaires gque nous avons
obtenus. Toutes ces expériences doivent donc étre reproduites pour confirmer ou infirmer les

tendances que nous avons observées.

2.4. Ladéficience du variant d’ histone H2A.X prévient lestroublesdela

mémoire des souris traitées chroniquement a I’ IL-13

L’ altération destroubles de la mémoire induite par letraitement chronique par de
I"IL-1pB est évité en délétant le gene codant I’ histone H2A . X.

Nous avons d’ abord confirmé que la délétion du gene H2a.x avait bien été efficace que
la protéine n’était plus retrouvée dans I’ hippocampe des souris iH2A.X KO (Figure 46A).
L’induction de la délétion du gene H2a.x ne semble pas affecter |a reconnaissance de I’ objet
déplacé (N) chez les souris IL-1B (Figure 46B). De la méme facon que pour les deux
précédentes éudes en NPR, les souris|L-1B non déficientes en H2A. X passent autant de temps
avec |I'objet N qu'avec I'objet A et présentent donc des troubles de la mémoire spatiale
hippocampo-dépendante. Nous avons noté cependant, que les souris non déficientes saline
N’ avait pas une préférence significative pour I’ objet déplacé due a un faible échantillon pour ce
groupe (4 souris). De fagon intéressante, |es résultats obtenus semblent indiquer que les souris
déficientes pour la protéine H2A.X, traitées par I'IL-1p ont tendance a explorer davantage
I’objet N que |’ objet A.

Ains ces résultats suggérent que I'induction de la délétion du gene H2a.x permet de
prévenir les troubles de la mémorisation spatiale hippocampo-dépendante malgré I'infusion
chronique d’'IL-1. Ils indiquent ains que la détection des cassures par H2A.X pourrait étre
déterminante des effets de I’ [L-1f3 chronique sur lamémoire.

La numération des populations gliales ne semble pas modifiée dans |’ hippocampe
de souris déficientes pour H2A.X, traitées chroniquement par del’IL-1B

Comme précédemment, nous avons voulu vérifier les numérations des populations de
cellules gliaes. Les quantifications du nombre des différentes populations de cellules gliales
suggerent qu'il n'y a pas un effet général du traitement par I'lL-1p sur le nombre d’ astrocytes
(Figure 46C) ou sur le nombre de cellules microgliales (Figure 46D). De plus, la délétion de
H2A.X ne semble pasavoir unimpact sur le nombre d’ astrocytes (Figure 46C) ou sur le nombre
de cellules microgliaes (Figure 44D). Cependant, nous avons noté unelégére astrogliose, qui
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Figure 45: La déficience du récepteur 1L-1R1 prévient les troubles de la mémoire des
souristraitées chroniquement al’IL-1p.

Dans ces expériences, des souris dont le défaut en IL-1R1 a été induit ou non dans |es neurones
excitateurs, ont été traitées chroniquement par I'lL-13 & une dose de 5 pg/kg/j ou par son
véhicule (saline). (A) Mesures de la distance totale parcourue pendant les 10 min d’ exploration
durant letest del’EPM (B) Quantifications des entrées dans les bras ouverts qui sont exprimeées
en pourcentage du nombretotal d’ entrées danstouslesbrasdans|’ EPM. (C) Mesures du temps
passe dansles bras ouverts qui sont exprimées en pourcentage du tempstotal d’ exploration dans
I’EPM. (D) Pourcentage de temps passé avec |’ objet déplacé (N) par rapport au temps total
d exploration pendant laphase de test du NPR. Le seuil de non préférence est fixé a50 % (ligne
pointillée). (E) Quantification du nombre d astrocytes par mm?® de région d'intérét. (F)
Quantification du nombre de cellules microgliales par mm3 de région d'intérét. (A), (B) et (C)
n=5a8animaux par condition sur une cohorte. Pas de différences ou d’ interactions observées
en Two-way ANOVA. (D) n=5 a8 animaux par condition sur une cohorte. ns : non significatif,
*p<0,05, vs. 50 % par le t-test pour un échantillon de Wilcoxon. (E) et (F) n =2 & 3 sections
par souris pour 5 a8 souris par condition sur une cohorte. Pas de différences ou d’ interactions
observées en Two-way ANOVA. Les barres représentent la moyenne + SEM.
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apparait significative avec le test statistique pour les souris non déficientes traitées par de I’ IL-
1B, par rapport aux souris saline (Figure 46C).

Malgré une |égere astrogliose ches les souris non déficientes traitées par del’IL-1p, que
nous discuterons plus tard, ces résultats suggérent donc que la délétion de H2A.X ne semble
pas avoir d' impact majeur sur le nombre d’ astrocytes, que les souris soient traitées ou non.

En conclusion, nos premiers résultats in vivo, indiquent que la circulation chronique
systémique d'IL-1B, entraine l'augmentation des niveaux de CDB dans les neurones de
I'hippocampe qui saccompagne de troubles de la mémoire spatiale. D'aprés nos expériences
préliminaires, ces troubles semblent dépendre directement de la signalisation en aval du
récepteur a d'IL-1p et implique la signalisation précoce suite a la détection des CDB,
spécifiquement dans les neurones excitateurs de |” hippocampe.
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Figure 46 : Test comportemental et analyse des populations des cellules gliales pour les
expériences avec lessourisiH2A.X KO.

Dans ces expériences des souris dont le défaut en H2A.X a été induit ou non, ont été traitées
chroniquement avec I’ IL-13 a une dose de 5 pg/kg/j, ou par son véhicule (saline).

(A) Controle de I’ expression de I” histone H2A . X dans des souris dont la délétion pour le géne
H2a.x a ééinduite ou non, par marquage DAB. Acquisition au microscope optique al’ objectif
10x microscope optique. Barre d échelle : 500 um. (B) Pourcentage de temps passé avec |’ objet
I’ objet déplacé (N) par rapport au temps total d’ exploration pendant la phase de test du NPR.
Le seuil de non préférence est fixé a 50 % (ligne pointillée). (C) Quantification du nombre
d' astrocytes par mm? derégion d’intérét. (D) Quantification du nombre de cellules microgliales
par mm? de région d'intérét. (B) n =5 a6 animaux par conditions sur une cohorte. ns: non
significatif, *p<0,05, vs. 50 % par le t-test pour un échantillon de Wilcoxon. (C) et (D) n=3
sections par souris pour 4 a6 souris par condition sur une cohorte. *p<0,05, une différence par
le post-hoc t-test de Dunnett apres une interaction significative en Two-way ANOVA (C). Les
barres représentent la moyenne + SEM.
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Discussion et per spectives

I. CONCLUSION GENERALE

Au cours de mon travail de thése, nous souhaitions étudier I'impact de deux conditions
pathologiques indépendantes sur I'équilibre CDB/réparation, un nouveau mecanisme
épigenétique important pour lesfonctions neuronales. L’ objectif était auss de mettre enrelation
d’ éventuelles perturbations de cet équilibre avec les dysfonctionnements neuronaux et/ou les
troubles de I’ apprentissage et de la mémorisation observés dans ces conditions pathol ogiques.
Dans un premier temps, nous avons travaillé sur une condition d'infection virale par le BoDV
par le BoDV, caractérisée par une persistance dans les neurones et une absence de réaction
inflammatoire ou de mort neuronale. Puis, indépendamment d’ une infection virale, nous avons
étudié la neuroinflammation et en particulier le réle d'une cytokine pro-inflammatoire majeure
produite durant ce phénomene : I’ IL-1p.

D’abord, mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence que I'infection des
neurones par le BoDV conduit a une augmentation des niveaux de CDB dans les neurones, a
cause de ses protéines N et P. Nous avons aussi montré que les CDB dans les neurones infectés
étaient majoritairement colocalisées avec des usines virales de réplication, les vSPOT. La
production de CDB par traitements pharmacol ogiques conduit & une augmentation du nombre
de vSPOT dansles neuronesinfectés et s accompagne d’ une augmentation de laréplication du
virus. Ensuite, nous avons montré que le BoDV peut blogquer I'induction de CDB qui, en
conditions physiologiques sont induites, par la stimulation. Nous avons alors découvert que le
BoDV bloque I’ expression a la surface des neurones des NMDAR dont la stimulation est a
I’ origine de |’ augmentation transitoire des CDB physiologiques. Enfin, nous avons démontré
gue les neurones infectés présentent une activité spontanée réduite par rapport a des neurones
non infecteés.

Ensuite, mestravaux ont révéléleréle mgeur del’IL-1B danslestroubles de lamémoire
gpatiale associés a la neuroinflammation chronique. Cette perturbation n’est pas associée aux
autres manifestations de la neuroinflammation que sont une microgliose ou une astrocytose, ou
la perturbation de la neurogenése. Nous avons alors découvert que I’ IL-1f peut augmenter les
niveaux de CDB, in vitro, en culture primaire de neurones, mais également in vivo, au niveau

des neurones de I’ hippocampe de souris chroniquement traitées de maniére systémique par la
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cytokine. En outre, nos résultats préliminaires suggérent que la perturbation de la mémoire
observée apres traitement chronique par de I’ [L-1p est directement associée a la signalisation
dépendante de I'lL-1R1 et de la détection des CDB impliquant H2A.X, spécifiquement au
niveau des neurones excitateurs de I’ hippocampe. Ainsi, une neuroinflammation chronique de
faible intensité, induite par une inflammation systémique, peut étre la cause de troubles de la
mémoire hippocampo-dépendante par I’intermédiaire de lasignalisation al’IL-1 et des CDB
induites par la cytokine.

Nos travaux apportent de nouveaux €léments de réponse aux questions posees au cours
de mathése mais des zones d’ ombres persistent sur certains processus. Danslasuite du chapitre,
nous discuterons donc des résultats obtenus durant ce travail de these mais également des
nouvelles pistes d' études qui pourraient se dégager de ces découvertes. Je discuterai également
des hypothéses de mécanismes ou processus qui pourraient lever ces zones d ombres en me
basant sur nos résultats et la bibliographie. Puis, dans une derniére partie nous évoquerons les
perspectives thérapeutiques que pourraient offrir la découverte de nouveaux acteurs de la
régulation épigénétique de la physiologie neuronale.
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1. DISCUSSION

1. LES CASSURES DOUBLE-BRIN : L’ACCELERATEUR ET LE FREIN
DE LA REPLICATION DU BODV ?

L’ objectif de cette partie n'est pas de paraphraser la discussion du manuscrit de la
publication maisde revenir sur les élémentsimportants de ce nouveau mécanisme de régulation
delaréplication du BoDV, de compléter certaines hypotheses et d’ exprimer mon point de vue
sur certains aspects. Dans cette partie nous essaierons également de développer des pistes
d’ études qui pourraient étre mises en place pour mieux appréhender les mécanismes encore non
décrits.

Quelleest larelation entrelesvSPOT et les cassuresdouble-brins?

De nombreux virus forment des usines de réplication dans les cellules infectées, en
détournant ou non les membranes des organites pour former des cryptesal’ abri de la détection
par le systeme immunitaire inné (Nevers et al., 2020). Des virus a ADN comme les
Herpesviridae ou les Polyomaviridae peuvent former ces usines de réplication dans le noyau
(Charman & Weitzman, 2020). Alors que ces derniéres, sont localisées dans | e cytoplasme dans
le cas de cellules infectées par des virus a ARN comme les Mononegavirales avec Ebolavirus
(virus Ebola) ou les Rhabdovirus (virus de larage) (Hoenen et al., 2012; Lahaye et al., 2009).
Dans ces exemples d'infection, les usines de réplication ne mettent pas a contribution de
membranes cellulaires. Ces usines sont globalement toutes structurées de la méme facon. Elles
prennent la forme de foyers ou corps d'inclusion regroupant le génome viral, des transcrits
viraux et des protéines structurales ou non structurales virales. Les fonctions de ces structures
sont de regrouper & un méme endroit les facteurs nécessaires a la réplication du virus, tout en
empéchant |a détection des é éments géniques viraux, considérés comme étrangers, par les PRR
intracellulaires. Le BoDV forme auss detelles structures, dans le noyau des neurones infectés,
qui ont été appelées vSPOT (Matsumoto et al., 2012). L’ organisation du vSPOT se rapproche
de celle des corps de Negri qui sont les usines de réplication virale d autres Mononegavirales,
les Rhabdovirus, dans|es neurones. Dans ces structures, une capsule de nucléoprotéine N et de
phosphoprotéine P entoure les ARN viraux. Les corps de Negri des Rhabdovirus sont localisés
dansle cytoplasme et utilisent les microtubules pour former de nouveaux corpsd inclusion afin
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de favoriser laproduction de nouveaux virions (Nikolic et al., 2017). Au contraire, comme nous
avons pu le montrer dans notre éude, les vSPOT de BoDV sont localisés dans le noyau des
neurones infectés, en étroite interaction avec la chromatine et préférentiellement localisés au
niveau de CDB.

Il serait maintenant intéressant d’ étudier les processus qui font que les vSPOT sont
étroitement liés aux CDB, via la nucléoprotéine N et la phosphoprotéine P. Nous savons déja
gue la nucléoprotéine N et la phosphoprotéine P peuvent interagir avec des protéines de
I"architecture de la chromatine dont HMGB1, des histones de coaur du nucléosome, mais
€galement avec au moins une protéine qui peut participer a certains mécanismes de réparation
des CDB, PARP-1 (Matsumoto et al., 2012). L’ évolution de I’ interaction avec la chromatine a
€été surtout étudiée sous |’ angle de ladivision cellulaire. En effet, Matsumoto et al. ont travaillé
sur un modéle de lignée cellulaire OL et pas avec des neurones post-mitotiques, qui sont les
premieres cibles de I’ infection naturelle par le BoDV.

Une étude d'interactome de la nucléoprotéine N et de la phosphoprotéine P est donc
d' abord nécessaire afin de confirmer ou d'infirmer les interactions déja identifiées dans des
cellules mitotiques, et d'identifier de nouvelles reations, mais cette fois-ci dans des cultures
primaires de neurones. Ce travail commence a se mettre en place avec I’ équipe de Thibault
Crépin et Rob Ruigrok de I'Ingtitut de Biologie Structurale de Grenoble. La premiere étape
serait donc de déterminer quelles seraient, parmi les interactions identifiées, celles nécessaires
pour induire I’ augmentation des niveaux de CDB. Il serait donc intéressant de travailler avec
des virus recombinants qui exprimeraient des protéines virales mutées, pour voir Si ces virus
sont capables d’induire une augmentation des niveaux de CDB, de former des vSPOT et de se
répliquer (Perez et al., 2003). Nous disposons déja au laboratoire d’ un virus recombinant dont
la phosphoprotéine P est mutée sur son site d'interaction avec HMGBL1 (Pesan). |1 @ éé montré
que ce virus recombinant arrive a former des vSPOT mais ne peut ni selier alachromatine, ni
se répliquer (Matsumoto et al., 2012). A partir de ces résultats et des résultats que nous avons
obtenus, il est concevable que le virus ne soit pas al’ origine des cassures en soi, mais qu'il se
fixerait sur des cassures déja préexistantes, potentiellement par I'intermédiaire de HMGBL1.
Cette fixation sur les CDB conduirait alors aleur stabilisation et au blocage de leur réparation.
Auss, les interactions de la nucléoprotéine N et de la phosphoprotéine P avec les protéines
cellulaires seraient suffisantes pour stabiliser ces cassures. Nous avons également observé que
I’expression isolée de la nucléoprotéine N et de la phosphoprotéine P conduisait a une
augmentation plus importante du nombre de CDB par rapport al’infection. Nous pensons que
dans le cadrede I'infection, il existe d autres mécanismes qui compensent ou évitent une
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augmentation trop importante de CDB, ce qui est en accord avec le fait que le BoDV n’induit
pas de mort cellulaire.Nous pensons auss que ce réle pourrait étre exercé par la X, dont les
propriétés neuroprotectrices ont déja été caractérisées (Szelechowski et al., 2014). Auss, les
interactions entre les protéines N et P, qui ont lieu dans le cadre de I'infection pourraient
atténuer leurs effets sur I’augmentation des niveaux de CDB, en masguant des sites
d interaction avec des facteurs cellulaires.

Les expériences d'induction des cassures avec |’ étoposide vont auss dans le sens d’ une
CDB préexistante qui sert de support au vSPOT. En effet, I'induction seule de CDB permet de
recruter plus de vSPOT. Néanmoins, nos expériences n'ont finalement regardé que le
recrutement de la nucléoprotéine N. On ne peut donc pour le moment pas exclure que ce que
nous avons observé, soit juste des amas de protéines N, et non pas|a structure organisée qu’ est
le vSPOT. Afin de confirmer que les cassures recrutent bien les vSPOT, nous réaliserons un
double marquage N et P aprés traitement de nos cultures a I'étoposide, pour vérifier que
['augmentation des foyers de marquage de la N correspond également au marquage de la P.
Pour confirmer I’hypothése d' un recrutement des vSPOT sur les CDB, nous pourrions
également utiliser le modéle de virus recombinant éiqueté sur la protéine P par une
tetracystéine, mis au point au laboratoire, pour faire un suivi en temps réel par imagerie
(Charlier et al., 2013). Ainsi, nous pourrions reprendre le méme protocol e que pour mon projet
de these, a savoir, infecter d’ abord des neurones primaires matures a 7 jours de culture puis
traiter quelques jours aprés avec de |’ étoposide pour induire des CDB. En paraléle, I’ évolution
et la dynamique des vSPOT seraient suivies par microscopie confocale.

Malgré ce besoin de vaider notre hypothése plus avant, laforme en anneau que prend la
protéine N nous conforte dans I’interprétation de nos résultats. En effet, ce marquage est
caractéristique des vSPOT, lors des analyses par microscopie confocale a super résolution.
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Figure47 : Schémahypothé&iquedu détour nement descassuresdouble-brinspar le BoDV
pour moduler sa propreréplication.

Le BoDV pourrait former des vSPOT sur les CDB induites par I’ activité neuronale. Cette
fixation lui permettrait de favoriser saréplication. Un, ou des, facteur(s) viral (ux) induirai(en)t
I”inhibition de I’expression a la surface des NMDAR. Cette diminution de NMDAR serait
associée a une diminution de la génération de CDB dépendantes de I’ activité, réduisant ainsi la
réplication virale. Le virus serait donc en capacité de moduler sa propre réplication en inhibant
la génération des CDB qui lui permettent de se répliquer. Les conséquences de cette atération
d une voie importante pour la plasticité neuronale, conduirait & la réduction de I’ activité
neuronal e des neurones infectés.
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L es cassures double-brin sont-elles au centre d’une boucle de rétrocontroéle de la

réplication du BoDV ?

Au cours de I’évolution, plusieurs stratégies ont été sélectionnées pour permettre aux
virus de favoriser leur réplication et leur survie: une infection rapide avec une importante
production de particulesvirales ou a ors uneinfection persistante ou latente avec une production
trés contrélée de particules virales, le but étant de se faire discret.

Le BoDV a opté pour la deuxieme stratégie. Comme je vous I'ai décrit dans
I"introduction, le BoDV est un virus qui persiste a vie chez son héte et sans induire de mort
neuronale. Cela peut sexpliquer, en effet, par la lente co-évolution du virus avec son héte
puisgue I’ on retrouve des séquences d’ anciens Bornaviridae dans le génome des Mammiféres
(Horie et al., 2010). Son échappement ala détection est tel qu’il n’existe pas a peu de virémie
ou de présence de virions dans les fluides corporels, et pas de détection possible par sérologie.
De plus, al’échelle cellulaire, sa dissémination probable de proche en proche, sans sortir des
cellules, et juste par contact de cellules voisines, va auss dans le sens d’ une infection discréte.
Cela suppose que le virus est capable de contrdler finement sa réplication en |'absence de phase
de latence, qui est contingente de |'absence de production d’ éléments viraux. Un premier
mécanisme de rétrocontréle du virus sur sa propre réplication a éé mis en évidence au
laboratoire par Bonnaud et al.. Le virus peut inhiber une HAT qui conduit &1’ inhibition de sa
réplication. Mes résultats proposent également un nouveau mécanisme de rétrocontréle de la
réplication du virus via les CDB. L’ hypothése est que des CDB physiologiques préexistantes,
induites par la stimulation neuronale (ou autre), servent de plateforme pour le recrutement et la
réplication virae. Par I'intermédiaire d’un mécanisme et de facteurs viraux non encore
caractérisés, le virus inhibe I'expression a la surface des neurones des NMDAR dont la
stimulation induit les CDB activités-dépendantes. || en découle ladiminution du niveau de CDB
activités-dépendantes, donc a une diminution du recrutement de nouveaux vSPOT, et donc a
un frein de la réplication virale. Avec la diminution de |’ expression des facteurs viraux, le
blocage de I'expression a la surface des NMDAR serait levé, et la stimulation neuronale
pourrait de nouveau induire des cassures (Figure 47). Les questions qui e posent mai ntenant
sont : (1) est-ce que les CDB dépendantes de I’ activité sont nécessaires pour la réplication
virale ? (2) Quel(s) facteur(s), mécanisme(s) interviennent dans le blocage de I’ expression ala
surface desNMDAR ?
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Pour répondre a la premiere question, il est possible d'inhiber I’ activité spontanée des
neurones en culture en utilisant des traitements pharmacologiques. La tétrodotoxine (TTX)
bloque les pores des canaux sodium voltage-dépendants, empéchant ainsi |e passage de I’ influx
nerveux sans mettre en danger la survie neuronale. Aing, des cultures primaires de neurones
traitées par delaTTX n’'ont plus d activité spontanée (Puopolo et al., 2007). En utilisant cette
drogue, nous pourrions d abord traiter des neurones, puis les infecter et suivre comment
I'infection progresse en comparai son d'un réseau neuronal infecté mais non traité.

Pour la deuxieme question, notre hypothese est que le blocage de I’ expression a la surface des
NMDAR se fait par I'intermédiaire de la phosphoprotéine P. D’abord, on peut exclure une
diminution de I’ expression des NMDAR car, dans nos expériences de quantification, il y avait
méme davantage de sous-unités de NMDAR total. Cela peut s expliquer par des effets
compensatoires, en réponse a I'absence de NMDAR a la surface, qui conduisent a
I"augmentation de I’ expression a I’ échelle du gene. Mais ce résultat devra étre confirmé, par
exemple, par analyse des niveaux des transcrits des genes codant lesNMDAR par RT-gPCR. |1
a été montré au laboratoire que I’ inhibition de la phosphorylation de SNAP25 et MARCKS par
la phosphoprotéine P conduisait a une réduction de I’ entrée de calcium dans les neurones
infectés suite & une dépolarisation (Prat et al., 2009). D’abord, les principaux canaux
responsables d’ une entrée de cal cium danslacellule suite aune dépolarisation sont lesSNMDAR
(Sun et al., 2018). De plus, la protéine SNAP25, une fois phosphorylée, forme avec d autres
protéines, le complexe SNARE, qui a éé impliqué dans la fusion de vésicules contenant des
NMDAR, alamembrane cellulaire (Gu & Huganir, 2016). En recoupant ces informations, nous
pouvons émettre | hypothése que le phosphoprotéine P, en inhibant la phosphorylation de
SNAP25, perturbe le trafic des vésicules contenant les récepteurs NMDA et bloguerait ains
leur expression a la surface des neurones infectés. Ainsi pour tester cette hypothése, nous
pourrions exprimer de fagon isolée la phosphoprotéine P pour déterminer son implication dans
laperturbation de!’ expression alasurface desNMDAR. Auss, s I hypothese est vérifiée, nous
disposons au laboratoire d un mutant de la phosphoprotéine P, Paa, qui a perdu son effet sur
SNAP25. Ce mutant pourrait ére exprimeé al’ aide de vecteurs lentiviraux dans des neurones.
Ceci nous permettrait d analyser les niveaux de NMDAR alasurface et voir s les niveaux sont

anouveau comparables a ceux des neurones non infectés.
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La perturbation des fonctions neuronales peut-elle étre associée a I’augmentation

des niveaux de cassures ?

Dans le cadre de I’ infection, nous avons observé une augmentation faible des niveaux de
cassures. Or il a dgaété montré que méme une augmentation faible de CDB est suffisante pour
perturber le fonctionnement neuronal et le comportement (Suberbielle et al., 2013, 2015). Il
n'est donc pas surprenant que I’augmentation des CDB par I’'infection puisse perturber les
fonctions neuronales.

Jusqu’a présent, il n'avait pas éé détecté d effets de I'infection virale sur |’ activité
spontanée des neurones (Volmer et al., 2007). Une nouvelle génération de dispositifs permet
d enregistrer I’ activité neuronae al’ échelle du neurone unique de maniére non invasive et est
beaucoup plus sensible que les puces MEA précédemment utilisées. Ces dispositifs NEA (nano
electrode array) que nous avons utilisés, ont &€ mis au point par nos collaborateurs du
Laboratoire d’Analyse et d Architecture des Systémes (Toulouse) afin de pallier a ces
limitations technologiques (Casanova et al., 2018).Cette optimisation nous a donc permis de
mettre en évidence une diminution I’ activité spontanée a I’ échelle du neurone unique infecté.
Le dispositif a cependant quelques limites. En effet, la probabilité qu’ un neurone se pose sur
une éectrode, lors de I’ ensemencement, est assez faible et ¢’ est finalement I’ activité au niveau
de prolongements qui est mesurée. |l serait auss intéressant de regarder si I’ expression isolée
de la nucléoprotéine N ou de la phosphoprotéine P, augmentant les niveaux de CDB, est
suffisante pour perturber I’ activité neuronal e spontanée.

Au laboratoire, il a é&é montré que |’ expression de la phosphoprotéine P seule dans
I hippocampe de souris suffit aentrainer des troubles du comportement (Bétourné et al ., 2018).
Il serait donc intéressant dans un premier temps, de mesurer les niveaux de CDB dans les
neurones de |” hippocampe de ces souris, et de tester également la nucléoprotéine N. De plus,
nous pourrions exprimer la phosphoprotéine P dans |’ hippocampe de souris du modele iH2A.X
KO, gue nous avons a notre disposition, et voir s cela suffit a prévenir les effets de cette
protéine sur le comportement.

Nous reviendrons plus tard dans la discussion sur un aspect, commun ames deux axes de
recherche, qui pourraient permettre de mieux identifier le lien entre CDB augmentées par le
BoDV et les dysfonctions neuronales dépendantes de I’ infection.
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2. LA PERTURBATION DES CASSURES DOUBLE-BRIN PAR
L'INTERLEUKINE-1B, A L'ORIGINE DE TROUBLES DU
COMPORTEMENT ?

L’ensemble des résultats que nous avons obtenus ont, pour la premiére fois mis en
évidence la perturbation d'un mécanisme épigénétique lors d'une neuroinflammation
chronique. L’'impact d'un traitement systémique chronique par de I'lL-1p sur les CDB
neuronales serait impliqué dans les troubles du comportement observés. Cependant, certains
résultats doivent étre renforcés par la réalisation de cohortes supplémentaires. C’est pourquoi,
jeprendrai plus detemps adiscuter les résultats que nous avons obtenus, plutdt que de proposer
des pistes de recherche pour compléter ou affiner les processus que nous avons commencé a
mettre en évidence.

Un impact de I'lL-1p chronique sur le comportement, dissociable d’un sickness

behavior syndrome et d’ une neuroinflammation importante ?

Tout d'abord, nous n’avons pour |” heure pas obtenu de résultats sur le dosage de I’ IL-13
dans le sérum méme s nous avons récupéré des échantillons de sang. En effet, nous sommes
en train de mettre au point la procédure de mesure des niveaux circulants d'IL-1f3 par ELISA.
Cependant nous sommes plutét confiants sur la bonne diffusion de la cytokine, car des études
précédentes ont veérifié I’ activité a long terme de I'IL-13 sécrétée par les mini-pompes dans
plusieurs systémes (Koide et al., 1995; Lippuner et al., 1999; Goshen et al., 2008). De plus, le
phénotype des souris IL-1B, dont I'évolution des poids, lors des suivis réguliers suggerent
fortement que de I'lL-1p est infusée et qu’un éat inflammatoire se met en place. Enfin, nous
avons observé des différences claires sur le comportement entre nos deux groupes de souris
dont la seule différence est le traitement par de I’'IL-1B. Tous ces ééments tendent a montrer
gu'il y abien eu diffusion de la cytokine.

Comme j'a pu le présenter dans I'introduction, une neuroinflammation aigué se
caractérise par un SBS comprenant un panel de symptémes de repli, d’isolement et d’ une perte
d’ appétit. Nous avons pu observer ce qui S apparente au SBS dans nos cohortes de souris dés
les premiers jours aprés le début du traitement chronique par I'lL-1p (souris IL-1B). En effet,
la courbe de suivi de poids amis en évidence une perte de poids plusimportante chez les souris
IL-1B, significative & J2, par rapport aux souris traitées par la solution saline (souris saline).
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De facon intéressante, les courbes de poids finissent par évoluer de la méme fagon et sur les
derniers jours, les souris IL-1f ont le méme poids que les souris saline. Les résultats obtenus
sur les déplacements lors de I’EPM et du NPR montrent que les souris IL-1p ne présentent pas
de troubles de la mobilité. Cependant, I’ évaluation de I’ anxiété semble montrer que les souris
IL-1B présentent une anxiété réduite par rapport aux souris saline. A titre de comparaison, on
peut retrouver ce phénomeéne de diminution d’ anxiété ou de désinhibition dans des modeles de
souris Alzheimer, mais le temps passé dans e bras ouvert est alors bien plusimportant que ce
gue nous pouvons observer avec notre modéle (Grifian-Ferré et al., 2016; Watt et al., 2020).
Pour I'instant, il serait prématuré de conclure mais, alavue de la variabilité des deux groupes,
nous avons considéré que les souris étaient globalement normo-anxieuses et ne souffraient pas
de prostration. Des études ont mis en évidence que chez la souris, le SBS se caractérisait auss
par des troubles de la mémoire (Sparkman et al., 2005; Skelly et al., 2013; Czerniawski &
Guzowski, 2014). Cependant, cesrésultats sont a nuancer car durant le SBSles souris souffrent
également d’ anxiété et de prostration, ce qui peut poser des problémes dans I'interprétation des
résultats lors de tests nécessitant de I’ exploration et des déplacements. Elles auront donc moins
tendance a s engager dans une téche, et il est difficile alors de déterminer s les souris ne se
souviennent plus ou s elles ne veulent tout simplement pas bouger. Nous avons également
analyse les conséquences du traitement chronique par de I’ IL-1 sur les populations de gliales
et sur la neurogenése. En effet, comme je I'a mentionné dans I'introduction, la
neuroinflammation peut s accompagner de I'activation des cellules gliales avec leur
prolifération mais également d' une perturbation de la neuronogenése, y compris dans le SBS.
Un premier travail avait mis en évidence gqu’ un traitement chronique par de I’IL-1, dans les
mémes conditions, pouvait conduire a une diminution de la neurogenése (Goshen et al., 2008).
Ces évenements de la neuroinflammation, surtout s'ils deviennent chroniques, caractérisent le
développement d'une réaction neuroinflammatoire massive pouvant aboutir a la
neurodégénérescence. Ainsi, nos premiers résultats semblent montrer que, dans notre modele,
les perturbations de la mémoire chez les souris IL-1f ne sont associées ni a une astrogliose, ni
aune microgliose et ni & une diminution de la neurogenése. Pour les populations gliales, nous
N’ avons pas réalisé d’ analyses fines de la morphologie des cellules afin de déterminer leur état
(actif ou inactif). Cependant, nous n’ avons pas remarqué de morphol ogies caractéristiques d’ un
état active des cellules (forme amiboide de lamicroglie, etc...) lors des différents comptages.

Les expériences du NPR nous ont permis de montrer que les souris IL-1B présentaient
des défauts de la mémoire spatiale hippocampo-dépendante. En effet le NPR est un test qui
permet d’ évaluer les fonctions de I” hippocampe.
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Letest repose sur une modification delalocalisation del’ objet qui implique donc une mémoire
spatiale qui est encodée par |’ hippocampe. Le temps que nous avons choisi, et qui est
communément choisi pour ce test (3 h), est le temps suffisant pour que I'information prise
durant I é&ape d’ habituation soit consolidée dans |’ hippocampe, sans impliquer plus de régions
du cerveau en aval. Le NOR quant alui, implique plusieurs régions du cerveau, dont le cortex,
et le rble de I” hippocampe est toujours controversé (Antunes & Biala, 2012). La méthode que
nous avons choisie est de conserver le méme contexte entre le NPR et le NOR et de ne changer
gu’ un seul élément asavoir |’ objet. Cette organisation suggere, d’ apres ce qui est connu, que le
changement de contexte entre les deux phases de tests n'est pas suffisant pour impliquer
I"hippocampe. Ains, les régions impliquées correspondraient & de la mémoire de
reconnaissance d objet ou de la mémoire générale, sans contexte spatial, éant donné que rien
n'a « bougé » (Denninger et al., 2018; Vogel-Ciernia & Wood, 2014). Afin de confirmer ces
résultats, nous avons commencé a mettre en place des expériences en utilisant le labyrinthe de
Barnes qui permet également d’ étudier plus finement toutes les étapes de |'apprentissage a la
mémoire spatiale et sa plagticité. En effet, ce test nous permettra d’ analyser les capacités de la
mémoire de travail, la consolidation de la mémoire spatiale, la mémoire a long terme et la
capacité de transformer une mémoire en une autre. Le labyrinthe de Barnes repose sur unetéache
spatiale dans laquelle I’animal est entrainé a rejoindre un abri caché, guidé par des indices
visuels. Dans cette tache, la mémoire est évaluée par |la latence et la distance parcourue pour
atteindrelacible, letemps dans|e cadrant delacible et le nombre d’ erreurs (O’ Leary & Brown,
2012).

Pris dans leur ensemble, ces résultats suggerent donc que, les effets du traitement
chronique par de I’lL-1p sur la mémaoire hippocampo-dépendante ne sont pas imputables a un

SBS prolongé ni associés a une neuroinflammation massive.

La signalisation induite par lerécepteur IL-1R1 danslesneurones, un réle dansles
troubles du comportement induits par |'exposition chroniqueal’IL-1p ?

L’'IL-1B a éeé impliqguée comme un des acteurs de la neuroinflammation chronique.
Cependant, cette cytokine n’ est pas la cause de toutes les perturbations observées, et un focus
a été particuliérement mis sur I'impact de I’ activation de la microglie et de son arsena de
médiateurs. Dans le systéme que nous utilisons, nous observons des effets sans modifications
apparentes de lamicroglie.
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Nous avons donc isolé des perturbations qui semblent dépendantes directement de I’ IL-1p.
L’IL-1pB, surtout s elle est infusée en systémique, peut impliquer différentsintermédiaires avant
d avoir un effet central au niveau du SNC. C'est pourquoi nous avons étudié précisément le
role de I'lL-1p directement au niveau des neurones de |” hippocampe dont les fonctions sont
altérées apres traitement chronique par la cytokine. Des modéles tres récents de mutants de
délétion du récepteur IL-1R1 spécifiquement dans certains types cellulaires du SNC ont d§ja
€été publiés mais sont non inductibles (Liu et al., 2019). Or, le réle de I’IL-1B, en conditions
physiologiques pour le développement du cerveau est bien connu, et ce type de mutation peut
donc altérer le développement et le fonctionnement normal du cerveau. Aussi, des modéles de
souris déficientes IL-1R1 total présentent des troubles de I’ apprentissage et de la mémoire
(Takemiyaet al., 2017). L’ originalité du modele que nous avons utilisé, est que nous pouvons
induire la délétion du gene d'intérét, spécifiguement dans les neurones excitateurs de
I” hippocampe, al’ &ge adulte. Cette approche permet ains de s affranchir des conséguences que
pourrait avoir ladélétion de ces geneslors du développement de |’ animal. Ces model es uniques
n’ont, & notre connaissance, encore jamais éé utilisés ni publiés dans la littérature. De plus,
dans notre modéle, I'induction de la délétion des récepteurs IL-1R1 spécifiqguement dans les
neurones excitateurs de I” hippocampe n’a pas d’ impact sur la mémorisation. La validation de
la déétion spécifigue du gene et en cours de rédisation par les techniques
d’ immunohistochimie mais également par RT-gPCR.

D’ abord, les résultats préliminaires que nous avons obtenus suggérent que I'impact du
traitement chronique par de I'lL-1B sur la mémoire est directement lié€ ala signalisation de la
cytokine, via son récepteur |L-1R1 dans|es neurones excitateurs de I’ hippocampe. De plus, nos
résultats semblent également montrer que, méme infusé en systémique, I’ effet de I'I1L-1p est
central et direct sur les neurones, sansle relais d autres médiateurs.

LesCDB et leur signalisation sont-ellesdesacteur sdestroublesdelamémoire apreées

une exposition chroniqueal’IL-1§ ?

Mon projet s intéressait a explorer I'implication d’ un nouveau mécanisme épigénétique
pour les neurones qui sont les CDB. Nous avons mis en évidence que le traitement chronique
par del’IL-1pB conduisait & une augmentation du nombre de neurones ayant au moins une CDB
dans les différentes régions de I’ hippocampe. Le nombre de neurones ayant des CDB peut
paraitre limité, maisil a déjaété montré dans les précédents travaux de Suberbielle et al. que
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méme une augmentation limitée des CDB est suffisante pour induire une perturbation des
fonctions cognitives (Suberbielle et al., 2013).

Commejel’a souligné dans!’introduction, il est pour | heure impossible techniquement
de prévenir lagénération de cassures et d'autre part, les modél es exi stants présentent deslimites
trop importantes pour notre é&ude (Celeste et al., 2003; Weyemi et al., 2018). Une des stratégies
mises en place pour éudier les CDB, est donc de déléter le gene codant pour H2A.X dont la
phosphorylation est une des étapes précoces de détection et de signalisation de la CDB. Cette
délétion a donc pour conséguence de casser une partie de la signalisation induite par la
génération de CDB qui peut donc étre percue par lacellule comme une « absence » de cassures.
Nous avons alors mis en place un modéle de souris, ou la délétion de ce gene peut étre induite
spécifiquement dans les neurones excitateurs de I’ hippocampe et directement a I’ &ge adulte.
Les souris iH2A.X KO ne présentent pas de troubles particuliers de la consolidation de la
mémoire spatiade ni méme d’ anxiété, montrant que H2A.X est dispensable pour le processus
gue nous étudions. Nous avons observe une légere astrocytose, dans le traitement chronique par
de I'lL-1B des souris non déficientes. Or nous n’avons pas observé d’ effets, dans les souris
sauvages, avec le traitement a la cytokine. Nous pensons donc que dans des conditions
équivalentes, il ne devrait pas y avoir non plus dastrocytose. C'est pourquoi, nous
souhaiterions refaire de nouvelles cohortes avant de pouvoir discuter de ce résultat.

Ensuite, les résultats préliminaires que nous avons obtenus suggerent, de fagon
surprenante, que la délétion de H2A . X prévient les troubles de la mémoire observés aprés le
traitement chronique par de I'lL-1B. Ainsi, nous avons mis pour la premiére fois en évidence
que les effets délétéres sur la mémoire de I'lL-1p sont dépendants de la signaisation
épigenétique liée a la génération de CDB spécifiquement par les neurones excitateurs de
I” hippocampe.

Encore une fais, la limite de ce modéle est que I'on ne prévient pas la génération de
cassures et n' est pas lereflet direct de la phosphorylation de H2A.X en soi. De plus, au-deladu
fait qu une CDB entrainelaphosphorylation deH2A.X, |laCDB est aussi |lelieu d’ une multitude
de modifications épigénétiques différentes qui pourraient jouer un réle dans la perturbation de
lamémoire (Rossetto et al., 2010). Aussi, outre lamodification par phosphorylation de H2A . X,
il est possible que H2A.X subissent une modification épigénétique encore inconnue qui serait
attisée lors d'une CDB ou de la stimulation par I’ [L-1p.
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Queéls sont les mécanismes sous-jacents a I'induction des cassures double-brin par
IL-1p ?

Dans les expériences in vitro, nous avons pu mettre en évidence que les niveaux de CDB
étal ent augmentés dans des neurones primaires d' hippocampe de souris. Le modéle in vitro va
nous permettre d'essayer de déterminer quels sont les mécanismes mis en jeu par la
signalisation IL-1p pour induire des CDB et in fine, perturber les fonctions du neurone. Nous
avons utilisé des doses qui correspondent a des doses considérées comme pathologiques mais
sub-toxiques pour les neurones (Ye et al., 2013; Huang et al., 2011). Cependant, nous avons
également testé la dose de 100 ng/mL mais nous avons observé, a cette concentration, de
I’ excitotoxicité et de la mortalité neuronale nous donnant ainsi la limite a ne pas dépasser
(données non montrées).

En conditions physiologiques, les CDB sont induites par la stimulation desiNMDAR. En
conditions pathologiques, durant la maladie d' Alzheimer, la stimulation des récepteurs
eNMDAR conduit a I’augmentation de CDB, mais également bloque leur réparation en
induisant la dégradation du facteur de réparation BRCA1 (Suberbielle et al., 2013, 2015). En
outre, nous savons qu’ en conditions physiologiques, les récepteurs IL-1R1 peuvent interagir
avec lesNMDAR en se liant ala sous-unité GIuN2B de ce dernier, spécifique des eNMDAR,
au niveau de la synapse. Or le traitement de cultures primaires de neurones par de I'IL-1p
déclenche le recrutement de nouveaux récepteurs IL-1R1 aux niveaux des synapses qui
interagissent avec les eNMDAR (Gardoni et al., 2011). Enfin, des expériences préliminaires
gue nous avons réalisées suggérent qu’un traitement par de I’IL-1f de cultures primaires de
neurones conduit & une diminution des niveaux de laproténe BRCA1 (données non montrées).
Nous devons d’ abord confirmer ces résultats puis nous avons également commenceé a quantifier
les niveaux de BRCA1 dans des extraits protéiques d’ hippocampes issus des souris traitées.
Ains, nous avons pu dégager une hypothése intéressante de ces données qui est que le
traitement de neurones par de I'lL-1B pourrait, par I'intermédiaire de I'interaction IL-
1R1/eNMDAR, activer la signalisation en aval des eNMDAR et induire la dégradation de
BRCAL et I’'augmentation des CDB. Pour tester notre hypothése, il existe des inhibiteurs
spécifiques des sous-unités GIUN2B comme I’ifenprodil (Schreiber et al., 2019). Nous
souhaiterions donc exposer des cultures primaires de neurones, prétraitées avec de I’ ifenprodil,
adel’IL-1B pour analyser les niveaux de CDB. L’ absence d’ augmentation des niveaux de CDB
suite au traitement par de I'lL-18 démontrerait que leseNMDAR sont un intermédiaire de
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I augmentation des CDB par I'lL-1p, et qu’ une des causes probables de cette augmentation est
probablement la dégradation de BRCA1. Aussi, nous souhaiterions controler, in vitro, que des
cultures primaires de neurones d’ hippocampes issus de sourisilL-1R1 KO traitées par del’IL-
1B n’aient pas de diminution des niveaux de BRCAL.

3. DEUX INDUCTEURS DIFFERENTS PERTURBENT LES CASSURES
DOUBLE-BRIN, OU SONT CES CASSURES ?

Ains, mon travail de thése a permis de découvrir deux inducteurs différents de
perturbation des niveaux de CDB dans les neurones. La question, alaguelle nous souhaiterions
maintenant répondre, est de savoir ou sont localisées ces CDB sur le génome et quel est leur
impact épigénétique sur |’ expression de genes.

Les premieres éudes, qui ont mis en évidence le r6le des CDB dans la plagticité
neuronale, ont montré gque I’ augmentation des cassures suite a une stimulation était limitée et
gue lalocalisation de ces cassures n’ était pas a éatoire (Suberbielle et al., 2013; Madabhushi et
al., 2015). Aussi, ces CDB dépendantes de I’ activité conduisaient & augmenter |’ expression
d’ un nombre limité de génes. De fagon intéressante, ces genes codaient pour des facteurs de
transcription précoces participant alamise en place de la plasticité neuronale. Les auteurs ont
donc voulu savoir ou ces cassures étaient localisées. En utilisant la technique
d’ immunoprécipitation de chromatine suivi d'un séguencage (ChlP-Seq) dirigée contre
yH2A X, ils ont montré que les CDB étaient majoritairement localisées au niveau des genes
codant les facteurs de transcription précoces identifiés précédemment. Nous avons donc
commencé a mettre en place la procédure de ChlP-Seq sur des cultures primaires de neurones
d’ hippocampe de rat ou de souris, en utilisant nos modeles d’induction de CDB, a savoir : le
BoDV et I'lL-1B8. Nous souhaiterions obtenir plusieurs informations a partir de ces
expériences : d' abord déterminer s |es cassures sont localisées aux mémes endroits que lors de
la stimulation physiologique ou bien s d’ autres régions sont touchées. Cela peut permettre
également de répondre alaquestion s ces nouvelles CDB selocalisent de maniére aléatoire sur
legénomeou s elles setrouvent ades endroits précis. Aussi, nous souhaiterions savoir s, entre
I"augmentation des CDB par le BoDV et I'lL-1f, lalocalisation des cassures est identique ou
différente. En effet, s lalocalisation des CDB concernait les mémes sites géniques quel que
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soit I'inducteur, cela signifierait que ces « hot spots » de cassures jouent une role pivot pour la
fonction neuronale, ou convergent de nombreux inducteurs pathol ogiques.

Enfin, nous souhaiterions étudier les genes ciblés par les CDB induites par les conditions
pathologiques, pour savoir S leur expression est modifiée dans ces conditions et s cette
modification d'expression peut étre associée aux dysfonctionnements neuronaux ou aux

troubles comportementaux observés dans chaque condition.

1. PERSPECTIVES

Nos résultats sont donc trés encourageants dans la découverte de nouveaux mécanismes
qui pourraient étre perturbés dans de nombreuses maladies neurologiques, qu’elles soient
infectieuses, neurodével oppementales, neuropsychiatriques ou neurodégénératives. Ils ont
permis de mettre en évidence deux conditions pathogénes capables d'atérer un méme
mécanisme épigénétique dans les neurones. En effet, dans les deux cas, I’ augmentation des
niveaux des CDB est associée a des troubles des fonctions neuronales ou des fonctions
cognitives. Dans le cas du BoDV, elles participent méme a la pathogenése en permettant
I” é&tablissement d’'une infection persistante. Ainsi, les CDB pourraient apparaitre comme un
mécanisme central au fonctionnement du neurone dont la perturbation serait la cause des
dysfonctions observées dans différentes conditions pathol ogiques.

De maniére fascinante, les deux conditions pathologiques chroniques ne sont pas
caractérisées par lamort neuronale. Dés lors, les dérégulations de laréponse aux CDB dansles
neurones pourraient étre réversibles, ce qui les rend intéressante en tant que cibles
thérapeutiques. Ces dernieres années ont vu |'émergence de pistes thérapeutiques visant d'autres
modifications épigénétiques. De nombreux efforts de recherche ont éé positionnés sur
I’ utilisation des inhibiteurs de HDAC puisgu’il est généralement observé une hypoacétylation
globale des histones dans les maladies neurologiques (Abel & Zukin, 2008). Par exemple, il a
€té montré qu’une injection quotidienne de butyrate de sodium, un inhibiteur de HDAC,
pendant 4 semaines permet de restaurer la mémoire a long terme dans un modéle de
neurodégénérescence chez lasouris (Fischer et al., 2007). Leslimites de ces traitements sont le
manque de spécificité de ces molécules qui peuvent avoir des effets secondaires pl éiotropiques.
Une autre limite de ces molécules est leur capacité a franchir la BHE, lors d un traitement en
systémique. C'est pourquoi, de nouvelles approches plus ciblées ont été développées en
utilisant des systémes de plateformes liant I’ ADN fusionnées a des enzymes de modifications

de lachromatine. Ces plateformes incluent les protéines a « doigtsde zinc» ou le systéme
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CRISPR/Cas9 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR
associated protein 9) (Berson et al., 2018). Dans une étude, une plateforme de protéines a
« doigts de zinc » liée aun activateur transcriptionnel fort d' origine virale (VP64) a été utilise
pour restaurer les capacités mnésiques dans un modele de souris de la maadie d’ Alzheimer
(Bustos €t al., 2017). Cette plateforme est capable de s hybrider au promoteur du géne Dig4
codant PSD95, une protéine impliquée dans la structure des synapses et dont I’ expression est
diminuée dans la maladie d’ Alzheimer. La proténe VP64 a permis le recrutement d HAT
conduisant a I’ acétylation de la région promotrice du gene, I’ ouverture de la chromatine et
I’ activation de latranscription du gene.

A notre sens, s nous devions choisir une stratégie thérapeutique en lien avec la réponse
aux CDB, il sagirait de promouvoir la réparation de I'ADN dans les neurones. En effet, les
évidences saccumulent sur le role de la production transitoire des CDB dans |es mécanismes
de I'apprentissage et le maintien de la mémoire, rendant délicat le ciblage thérapeutique de la
production et la détection des cassures. Ici, hous avons montré que la présence de I'histone
H2A.X n'est pas nécessaire pour la consolidation de la mémoire spatiale. Néanmoins nous
n'avons pas encore caractérisé complétement le comportement de ces souris et le maintien de
leur mémoire a tres long-terme. |1 est donc trop t6t pour affirmer que l'invalidation d'H2A.X
dans les neurones serait sans conséquences délétéres sur lafonction cérébrale.

Promouvoir une réparation correcte des CDB neuronales, afin de prévenir leur
accumulation dans le temps, semblerait un objectif plus rationnel dans une stratégie
thérapeutique mais n'est pas sans difficultés conceptuelles. En effet, il a é&é montré que la
surexpression de facteurs de réparation de I'ADN dans les cellules mitotiques est mutagene et
carcinogene (Chakraborty et al., 2018; Shimizu et al., 2012). Ainsi, une stratégie de promotion
delaréparation devrautiliser unetechnique qui serait sélective des neurones. Ensuite, il sagirait
d'identifier quel facteur de réparation cibler. BRCA1 émerge ces derniéeres années comme une
cible intéressante puisgue ses niveaux sont directement liés aux capacités cognitives et son
défaut chronique, a la neurodégénérescence. La surexpression de BRCA1 dans I'hippocampe
sembl e prévenir notamment les sequelles neurologiques d’ un syndrome d'ischémie/reperfusion
(Xu et al., 2018). Il serait néanmoins prématuré, a ce stade de conclure sur le réel bénéfice de
la présence en quantité accrue de ce facteur de réparation along-terme, notamment dans le cas
du cerveau au coursdu vieillissement. En effet, leturnover de BRCA 1 repose sur sadégradation
par le protéasome dans |le neurone (Suberbielle et al., 2015). Du fait que le fonctionnement du
protéasome est fragilisé au cours du vieillissement, la surexpression d'une protéine qui ne serait

pas correctement dégradée semble constituer une stratégie risquee.
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Finalement, une meilleure compréhension des mécanismes et des voies impliquées dans
les perturbations de la réponse aux CDB dans les neurones est nécessaire. Ces recherches
fondamentales ouvriront alors la porte vers la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques
communes a de nombreuses conditions pathol ogi ques.
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TITLE:

Neuronal DNA double-strand breaks: a common role in the pathophysiology of

Bornavirus and chronic heuroinflammation |

ABSTRACT:

Viral infections and inflammation disrupt neuronal function, leading to behavioral and cognitive deficits.
Although the underlying mechanisms remain to be fully uncovered, we already know that these pathological
conditions impair neuronal epigenetics. Recently, DNA double-strand breaks (DSB) have been identified as un
central regulator of neuronal epigenetic. In non-pathological conditions, neuronal activity induces the generation
of DSB, which are quickly and efficiently repaired. The balance between DSB production and repair ensures a
proper functioning of neurons. In this context, my Ph.D. project consisted in studying the impact of a viral
infection or neuroinflammation on this balance and analyze their contribution of the latter on neuronal function
or behavior.

First, we studied the neuronal infection by the Borna disease virus (BoDV). This negative single stranded
RNA neurotropic virus persists in the nervous system without inducing neuronal death. BoDV is singular as it
replicates in the nucleus, in close interaction with cellular chromatin. We showed that BoDV infection increases
DSB levels in primary cultures of rat neurons. We also discovered that DSB are used as platforms for the
assembly of viral factories, thereby promoting viral replication. In addition, BoDV-infected neurons display
reduced spontaneous electrical activity and impaired response to the stimulation of neurotransmission. At the
molecular level, these alterations are linked to a loss of surface expression of the receptor to neurotransmitter
glutamate, a receptor which is critically involved in neuronal plasticity and DSB production. Altogether, our
results suggest the existence of a novel feedback loop mechanism to control viral replication, by inhibiting the
induction of activity-dependent DSB to promote BoDV persistence.

Independently of viral infections, neurological impairments are also observed in the course of chronic
neuroinflammation. We asked whether the neurological symptoms that accompany chronic neuroinflammation
may, in fact, result from alterations in DSB levels. In primary cultures of mouse neurons, we showed that
interleukin-1f3 (IL-1B), one of the main proinflammatory cytokines in neuroinflammation, increase DSB levels in
neurons. In order to study mouse behavior upon chronic treatment by IL-13, we have implemented an in-house
behavioral core facility allowing for testing memory- and anxiety-related behaviors. We then carried out
experiments of chronic exposure of mice to IL-1f3, using subcutaneously-implanted osmotic minipumps. We
showed that IL-1B treated-mice exhibit a lack of hippocampal dependent-spatial memory, accompanied by
increased numbers of neurons with DSB in the hippocampus. Finally, thanks to conditional and inducible
transgenic mouse models, we showed that knocking-out neuronal signaling pathways mediated by IL-13, or by
DSB, prevent IL-1B-dependent deleterious impact on memory.

In conclusion, our work provides a better understanding of how, under pathological conditions, cognitive
functions can be disrupted, and will allow ultimately, the identification of key factors of the regulatory processes
of these mechanisms.

KEYWORDS: Neurons, Epigenetics, Virus, Inflammation, Behavior
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RESUME :

Plusieurs situations pathologiques, comme certaines maladies infectieuses ou inflammatoires, conduisent a
des perturbations de la fonction neuronale ou a des troubles du comportement et de la cognition. L'origine de
ces perturbations est complexe et mal comprise, mais nous savons qu'elles sont liées a des modifications de
I'épigénétique neuronale. Récemment, les cassures double-brin (CDB) de 'ADN ont été identifiées comme un
régulateur central de I'épigénétique neuronale. Il est désormais établi que I'équilibre entre la production de CDB,
suite a l'activité neuronale, et leur réparation efficace garantissent le bon fonctionnement des neurones. Dans
ce contexte, mon projet de thése a consisté a étudier I'impact d'une infection virale ou de la neuroinflammation
sur cet équilibre et d'analyser les conséquences sur le fonctionnement neuronal et le comportement.

Nous nous sommes tout d'abord intéressés a l'infection neuronale par le Bornavirus (BoDV). Ce virus
neurotrope a ARN négatif simple brin persiste dans le systéme nerveux sans induire de mort neuronale. Une
autre originalité du BoDV est qu'il se réplique dans le noyau, en étroite interaction avec la chromatine cellulaire.
Nos résultats montrent que l'infection de cultures de neurones primaires de rat par le BoDV augmente le taux
de CDB. Nous avons également découvert que les CDB servent de plateforme pour I'assemblage des usines
de réplication virales, favorisant ainsi la réplication du virus. Par ailleurs, les neurones infectés par le BoDV
présentent une activité électrique spontanée réduite et un défaut de réponse a la stimulation de la
neurotransmission. Ces perturbations sont liées a la perte de I'expression en surface des neurones de
récepteurs au neurotransmetteur glutamate impliqués dans la plasticité neuronale et la production de CDB. Nos
résultats suggérent I'existence d’'un mécanisme inédit de "rétrocontrdle” de la réplication virale, qui, en inhibant
la production de CDB dépendantes de I'activité, favoriserait la persistance.

Indépendamment des infections virales, des troubles neurologiques sont également observés lors de la
neuroinflammation chronique. Nous nous sommes demandés si les troubles neurologiques, observés lors de la
neuroinflammation chronique, ne pouvaient pas également étre liés a une perturbation des CDB. Dans des
cultures primaires de neurones de souris, nous avons mis en évidence que linterleukine-1p (IL-1B), une des
principales cytokines de la neuroinflammation, augmentait les niveaux de CDB. Afin d’étudier le comportement
de souris traitées chroniquement par de I'lL-1[3, nous avons mis en place une plateforme dédiée disposant de
tests permettant d’évaluer la mémoire et 'anxiété. In vivo chez la souris, nous avons montré que l'infusion
chronique de cette cytokine a l'aide de mini-pompes osmotiques implantées sous la peau perturbe la
mémorisation spatiale dépendant de I'hippocampe et augmente le nombre de neurones présentant des CDB
dans cette structure cérébrale. Enfin, nous avons montré, a 'aide de modéles conditionnels et inductibles de
souris transgéniques, que le blocage de la signalisation médiée par I'lL-1[3, ou par les CDB, prévient les effets
délétéres de I'lL-1B sur la mémorisation.

Ces travaux ont permis de mieux comprendre comment les fonctions cognitives peuvent étre altérées en
conditions pathologiques, et pourraient conduire, a terme, a identifier les facteurs clés qui les régulent.
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