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RESUME

L’adénosine est une purine produite par les neurones et les cellules gliales dans le systéme
nerveux central. Elle se fixe a des récepteurs spécifiques Al, A2A, A2B, A3. Les récepteurs
A2A (A22R) sont couplés a une protéine G activatrice de I'adénylate cyclase (AC), et leur
activation favorise la production d’AMP cyclique (AMPc) et la neurotransmission
glutamatergique. Les interactions du A;aR avec des partenaires protéiques variés et au sein
de multiples types cellulaires en fait un régulateur fin de la plasticité synaptique. Si le role de
'adénosine via les A;aRs est bien documenté chez l'adulte, sa fonction au cours du
développement cérébral reste peu explorée. Nous avons récemment montré qu’une
augmentation transitoire de I'expression du A2aR au cours de la synaptogenese dans
I'hippocampe coincide avec son réle dans la stabilisation des synapses GABAergiques
inhibitrices naissantes (Gomez-Castro et al., Science 374, 2021). Nous nous sommes

demandés si cette régulation s’étendait aussi aux synapses glutamatergiques.

Dans des -cultures mixtes neurones-astrocytes-microglie, nous avons observé une
augmentation transitoire de la densité d’A;aR prés des synapses glutamatergiques entre le
7°me et le 14°™ jour in vitro, i.e. pendant le pic de formation des synapses glutamatergiques.
Ces données sont confirmées in vivo en microscopie électronique. Dans ces cultures, la
suppression du A;aR neuronal par une approche de shARN induit la perte de ~30% de
synapses glutamatergiques, identifiées avec les marqueurs pré- et postsynaptiques VGLUT1
et PSD-95. Cette délétion induit aussi une perte de synapses GABAergiques, suggérant que
lactivation du AzaR neuronal stabiliserait les synapses glutamatergiques et inhibitrices
naissantes par un mécanisme commun. Bloquer le A2xR avec I'antagoniste sélectif SCH-
58261 ou en retirant 'adénosine ambiante a tendance a augmenter la densité des synapses
excitatrices, et réduit significativement la mobilité des sous-unités GIUALl des récepteurs
AMPA, confinées aux synapses. En accord avec ces maodifications synaptiques, activer le
AR avec [l'agoniste spécifique CGS-21680 uniquement en I'absence d’adénosine
extracellulaire et au cours de la synaptogenése, induit une perte de ~35% des synapses. La
suppression des cellules gliales en présence d’ara-C, ou de la microglie spécifiquement avec
du L-leucine méthylester ou du PLX5622 bloque ces effets. Ces résultats révélent une
régulation des synapses glutamatergiques dépendante des A.aRs et impliquant des
interactions neurogliales. Tandis que le A2aR neuronal stabilise les synapses, les données
suggérent que l'activation du A;aR microglial, ou d’un autre facteur microglial modulé par le
A2xR neuronal, induit plutét une déstabilisation des synapses glutamatergiques. Appuyant
cette hypothése, lorsque les neurones sont transfectés avec le shA2aR et traités avec du
PLX5622, I'effet neuronal est confirmé et I'effet microglial est bloqué, ce qui indique que le

A2aR neuronal est au centre de la régulation, en contrélant probablement I'activité des



microglies. De plus, la déstabilisation des synapses glutamatergiques par I'agoniste du A2aR
est empéchée en présence d’'un anticorps bloquant la protéine du complément C1qg. C1q
contribuerait donc a un processus de stabilisation/déstabilisation des synapses
glutamatergiques impliquant I'activation du A;aR neuronal. Le mécanisme complément-
dépendant reste a définir, ainsi que les voies de signalisation impliquées dans les effets des
AzaRs, puisque la modulation des voies canoniques AMPc/AC ou MAPK (mitogen-activated
protein kinases) n’a pas eu d'effets sur la régulation de la stabilisation des synapses
glutamatergiques.

L’ensemble des résultats nous permet de proposer qu'au cours du développement, le
récepteur Aza neuronal est important dans la mise en place des réseaux glutamatergiques de

I'hippocampe via une régulation neurogliale impliquant le systéme du complément.



ABSTRACT

Adenosine is a purine produced by neurons and glial cells in the central nervous system. It
binds to specific adenosine receptors Al, A2A, A2B and A3. A2A receptors (A2aR) are coupled
to an adenylate cyclase (AC)-activating G protein and when activated, it favors cyclic AMP
(cAMP) production and glutamatergic neurotransmission. The diversity of A;aR interactions
with various partners and within multiple cell types makes it a fine regulator of synaptic
plasticity. If the role of adenosine via A2A receptors is relatively well documented in the adult,
its function in the developing brain remains poorly explored. We recently showed that a
transient increase of AxaR expression during hippocampal synaptogenesis matched with a role
in the stabilization of nascent inhibitory GABAergic synapses of the hippocampus (Gomez-
Castro et al., Science 374, 2021). We asked here if this regulation extends to hippocampal
glutamatergic excitatory synapses.

In mixed neuron-astrocyte-microglia cultures, we observed a transient increase in the density
of AzaR close to glutamatergic synapses between the 7" and 14™ day in vitro, i.e. during the
peak of glutamatergic synapse formation. This was confirmed in vivo using electronic
microscopy. In mixed cultures, the suppression of neuronal A2aR with a shRNA approach led
to the loss of ~30% of glutamatergic synapses identified with the pre- and post- synaptic
markers VGLUT1 and PSD-95. Suppressing the neuronal A;saR also induced a loss of
GABAergic synapses, which suggests that the activation of neuronal A2aR would stabilize
nascent glutamatergic and GABAergic synapses through a common mechanism. Globally
blocking A2aR in mixed cultures with the selective antagonist SCH-58261, or by removing
ambient adenosine, tended to increase the density of VGLUT1/PSD-95 synapses, and
significantly reduced the mobility of the AMPA receptor GIuAl subunits, which were trapped
within synapses. In line, activating A2aR with the selective agonist CGS-21680 in absence of
extracellular adenosine and exclusively during synaptogenesis, led to a ~35% synapse loss.
This effect was blocked upon depletion of glial cells with ara-C, or more specifically microglia
with L-leucin methylester or PLX5622. Altogether, these data support an A;aR-dependent
regulation of glutamatergic synapses involving neuroglial interactions. While neuronal A2aR
stabilizes synapses, our data suggest that an activation of the microglial A;aR, or another
microglial factor modulated by neuronal A;sR, rather promotes glutamatergic synaptic
destabilization. In support of the latter possibility, when neurons were transfected with the
shA2aR and treated with PLX5622, the neuronal effect was confirmed and the microglial effect
was blocked, indicating that the neuronal A2aR is central in the regulation, probably controlling
microglia activity. Further, A2aR agonist-mediated glutamatergic synapse destabilization was

blocked in presence of the complement protein Clg-neutralizing antibodies. Cl1q could



therefore contribute to a glutamatergic synapse stabilization/destabilization process involving
neuronal AzaR activation. The complement-based mechanism remains to be described as well
as the signalling pathways involved in the regulatory effect of A.aR as modulating canonical
cAMP/AC or MAPK (mitogen-activated protein kinases) pathways remained inefficient to
regulate glutamatergic synapse stabilization.

Overall, the present results allow to hypothesize that during development, the neuronal A2aR
is important in the establishment of hippocampal glutamatergic networks through a neuroglial
regulation involving the complement system.
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ABREVIATIONS

Al1R Récepteur a 'adénosine A1
A2AR Récepteur a 'adénosine A2A
A2BR Récepteur a 'adénosine A2B

A3R Récepteur a 'adénosine A3

AC Adénylate cyclase

ADA Adénosine déaminase

ADK Adénosine kinase

AMPA Acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionique
AMPc Adénosine monophosphate cyclique

AMPCP  5'-[a,B-methylene]diphosphate

ara-C Cytosine arabinoside

ATP Adénosine triphosphate

BDNF Brain-derived neurotrophic factor (Facteur neurotrophique dérivé du cerveau)
CAl1/3 Cornu Ammonis

CaM Calmoduline

CaMKll Protéine kinase dépendante du calcium/CaM

CAMs Molécules d’adhésion cellulaire

CAZ Cytosquelette associé a la zone active

CB1R Récepteur aux cannabinoides de type 1

CREB CAMP-responsive element-binding protein
CX3CR1 Récepteur a la fractalkine (CX3CL1)

Cx43 Connexine 43

D2R Récepteur a la dopamine D2
DG Gyrus denté

DIV Jour in vitro

ENT1/2  Transporteurs équilibratifs aux nucléosides
EphR Récepteur a I'éphrine

ERK Extracellular signal-regulated kinases
FGFR Fibroblast growth factor receptor

GABA Acide y-aminobutyrique

GAD Décarboxylase des acides glutamiques

GFP Green fluorescent protein (protéine fluorescente verte)
GPC4/6  Glypican 4/6

LPS Liposaccharides

LTP Potentiation a long terme

MA Maladie d’Alzheimer

MAGUK  Membrane-Associated Guanylate Kinases
MAPK Mitogen-activated protein kinase

MEK Kinase MAPK/ERK

MEPSCs Courants miniatures postsynaptiques excitateurs
mGIuR Récepteur métabotropique au glutamate

MHC1 Complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1
MP Maladie de Parkinson
NL Neuroligine

NMDA N-méthyl-D-aspartate
NO Monoxyde d’azote



NP1
P2X/Y
PALM
PI3K
PKA
PLC

PS
PSD

Px
RCPG
SAH
SNC
STORM
SV
TARPs
TNF-a
TREM2
TrkB
TSA
TTX
VGLUT
VNUT

Pentraxine neuronale 1

Récepteur purinergique a 'ATP

Microscopie par localisation photoactivée
Phosphoinositide-3-kinases

Protéine kinase A

Phospholipase C

Phosphatidylsérine

Postsynatic density (densité postsynaptique)
Jour postnatal x

Récepteur couplé aux protéines G
S-adénosyl-homocystéine

Systéme nerveux central

Microscopie de reconstruction optique stochastique
Vésicules synaptiques

Protéines transmembranaires régulatrices du récepteur AMPA
Facteur de Nécrose Tumorale a

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2
Récepteur a tyrosine kinase B

Troubles du spectre autistique

Tétrodotoxine

Transporteur vésiculaire au glutamate
Transporteur vésiculaire aux nucléotides
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INTRODUCTION

1. Synaptogenése et réseaux glutamatergiques

Les synapses neuronales sont des zones de
communication intercellulaires asymétriques, formés par
deux neurones. |l existe des synapses chimiques qui
fonctionnent par la sécrétion de neurotransmetteurs,
neuropeptides, endocannabinoides ou monoamines, et

des synapses électriques, plus rares, communicant par

Active zone iyl des jonctions GAP qui permettent des flux ioniques.

Postsynaptic
density
Des miliards de synapses constituent ['unique
Synaptic L, .
vesicle fusing presynaptic  CONNectivité du cerveau. La formation des synapses, ou

membrane . . . i
i synaptogenése, se produit tout au long de la vie mais

cleft . , .
est un processus crucial au cours de la période de

"y « POstsynaptic

b b 7 N
Postsynaptic — développement du systéme nerveux central (SNC). Les
neurotransmitter
sl synapses sont produites en grande quantité puis elles
Organisation générale d’une sont sélectivement stabilisées ou éliminées au cours de
synapse glutamatergique la période postnatale, ce qui participe a I'établissement
(Cohen-Cory, 2002) de la connectivité neuronale. De nombreux

mécanismes de formation et de maintenance des
synapses restent cependant inconnus. L’activité principale au niveau de la synapse est de
transférer les signaux médiés par un ou des neurotransmetteur(s) de maniéere unidirectionnelle
de la zone présynaptique a postsynaptique, et de traiter les informations encodées par ces
signaux. La transmission synaptique passe par I'exocytose, contrélée temporellement et
spatialement, de neurotransmetteurs contenus dans des vésicules présynaptiques, et la
détection de ces molécules par des récepteurs postsynaptiques précisément situés a la
synapse. Les synapses sont des structures trés diverses qui se différencient par les types de
neurotransmetteurs produits, leur probabilité de libération, la composition en récepteurs

postsynaptiques, et leur plasticité sur le court ou long terme.

Je décrirai dans un premier temps 'organisation moléculaire de la synapse glutamatergique
et ses dynamiques, puis je présenterai les processus contrblant la formation et stabilisation
des synapses. Enfin, je décrirai les réles des cellules gliales dans ces processus ainsi que
dans I'élimination des synapses au cours du développement et de la maturation du SNC des

Vertébrés.
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1.1. Organisation de la synapse glutamatergique : la synapse est une structure

dynamique

Dans cette partie, je décrirai la composition et la dynamique des synapses excitatrices. La
majorité des synapses glutamatergiques est localisée au niveau de protrusions de dendrites
appelées épines dendritiques (Fiala et al.,, 1998). Les synapses neuronales sont des
structures asymétriques, composeées de zones actives pré- et postsynaptiques séparées par
une fente synaptique de 20nm. La zone présynaptique contient un nombre précis de vésicules
synaptiques apposées a la membrane, ainsi qu'un large pool de vésicules ancré a proximité.
La zone postsynaptique contient une région membranaire spécialisée caractéristique, la
densité postsynaptique (PSD) constituée de récepteurs aux neurotransmetteurs, des
canaux ioniques et des protéines associées (Ahmari and Smith, 2002). Une communication
bidirectionnelle continue entre ces zones pré- et postsynaptiques modifie leur composition, qui
est trés hétérogéne. Méme si certaines protéines synaptiques sont exprimées et distribuées
au niveau de tous les neurones et toutes les synapses, d’autres sont exprimées
spécifiguement dans des sous-types neuronaux. De plus, la composition de ces
compartiments est influencée par des signaux antérogrades issus de la partie présynaptique,
notamment I'activité et la nature des neurotransmetteurs libérés a la synapse, et je présenterai
ici la synapse glutamatergique en particulier. Des événements postsynaptiques peuvent
aussi influencer la composition présynaptique, et 'ensemble de ces régulations sont a I'origine

d’une diversité synaptique considérable (Craig and Boudin, 2001).

Synaptobrevin I
Syntaxin 1A,B

Glutamate SNAP-25
| Synaptotagmin |
BNPI
Piccolo ‘ Munc13-1
: Munc18-1
Bassoon
PRESYNAPTIC

O~Q

Neurexm
N- cadherln Narp

N-cadhenn AMPAR NMDAR Neurohgin mGIuR

pick1 / ’

st Cof ) SynGAP /
argazin /
GRIP T - PSD-95°
Ce ‘Actihin ckap ./ POSTSYNAPTIC
aMKiII
Shank’

Calcineurin  F.actin

GLUTAMATE SYNAPSE

Protéines principales des compartiments pré- et postsynaptiques de la synapse excitatrice (Craig and
Boudin, 2001)
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1.1.1. Compartiment présynaptique glutamatergique

Dans la zone présynaptique, des enzymes de synthése et des transporteurs vésiculaires ou
membranaires de neurotransmetteur déterminent la nature chimique des synapses. Au
niveau des synapses excitatrices, il s’agit du glutamate, qui est le neurotransmetteur
excitateur principal dans les SNC des Vertébrés. Il a un role trophique et régule la formation,
la maturation et la plasticité des synapses. Avant d’étre sécrété, le glutamate est stocké dans
des vésicules synaptiques a une concentration proche de 60mM, et son transporteur principal
est VGLUT1 (Vesicular glutamate transporter 1) dans les neurones hippocampiques, aussi
appelé BNPI (Brain-specific neuronal phosphate transporter) (Varoqui et al., 2002).
L’expression de VGLUT1 permet d’augmenter I'entrée de glutamate dans des vésicules
présynaptiques et sa libération dans la fente synaptique (Takamori et al., 2000). VGLUT2 est
exprimé dans le thalamus et la moelle épiniére, mais ces deux transporteurs sont colocalisés
dans I'hippocampe au cours du développement, exprimés a la membrane des mémes

vésicules synaptiques (Herzog et al., 2006).

Un ensemble de protéines présynaptiques régulent les processus de libération du glutamate
dans la fente synaptique. Dans le compartiment présynaptique, un pool de vésicules
synaptiques (VS) sphérigues (de 35-45nm de diamétre), contenant du glutamate et de 'ATP,
est présent a la membrane (Ahmari and Smith, 2002). Les VS, qui expriment la
synaptotagmine capable de détecter les niveaux de calcium, sont situées au niveau de la
Zone active et associées a un complexe protéique composé de RIM et Muncl13, essentiel pour
recruter et ancrer les VS ainsi que des canaux calcigues au niveau de la zone active. Un
complexe unique composé des VS et des canaux calciqgues est ainsi formé. La
synaptotagmine induit I'exocytose des VS, qui est médiée par l'activité d’'un complexe
protéigue composé de protéines SNARE (soluble NSF attachment receptor) et SM
(‘Sec1/Munc18-like). La structure de la zone active permet donc la fixation rapide de Ca2+
sur la synaptotagmine et déclenche la fusion des VS, associées a des complexines.
L’assemblage des complexes protéiques SNARE, composés de SNAP-25 et syntaxine-1,
nécessite l'activation cette derniére, qui induit la fusion des VS a la membrane. La
synaptobrévine (VAMP) forme des complexes stables avec ces protéines présynaptiques et
permet de coordonner 'amarrage et I'exocytose des VS. L’efficacité de la zone active permet
de coupler l'arrivée de potentiels d’action a la libération de neurotransmetteur en quelques
millisecondes (Sudhof, 2012, 2013). La zone active de la synapse glutamatergique est aussi
composée d'un réseau de filaments du cytosquelette associés a la zone active (CAZ)
composée des protéines Piccolo et Bassoon (Zhai et al., 2001). Piccolo serait un marqueur de

'assemblée d’une zone active naissante.
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L’organisation de la zone présynaptique est définie par de nombreuses protéines du complexe
SNARE au cceur des processus d’exocytose de vésicules synaptiques contenant des

neurotransmetteur, et des protéines régulatrices comme Munc13-1 et Munc18-1 (Siidhof, 2013)

Le compartiment présynaptique présente une forte diversité en fonction de la probabilité de
libération de neurotransmetteurs, qui dépend de la taille du site de libération, la quantité de
vésicules synaptiques disponibles, et des différences de densité de canaux calciques. Cette
diversité est a l'origine d’efficacités synaptiques et de sensibilité a des modulateurs
pharmacologiques variables. Les neurones peuvent aussi former des synapses sur leurs
propres dendrites, appelées autapses, et la aussi des différences d’expression de protéines
associées aux vésicules présynaptiques sont observées, au sein d'une méme cellule (Craig
and Boudin, 2001).

1.1.2. Compartiment postsynaptique glutamatergique

La zone postsynaptique s’apparie avec la zone présynaptique en fonction de la nature du
neurotransmetteur libéré au niveau de cette derniére. Les synapses glutamatergiques sont
caractérisées par une spécialisation de la membrane postsynaptique appelée densité
postsynaptique (PSD). En face de la zone active de la synapse glutamatergique, des
récepteurs spécifiques fixent le glutamate libéré dans la fente synaptique et se trouvent au
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niveau de la PSD (Scheefhals and MacGillavry, 2018). Le glutamate peut se fixer sur des
récepteurs postsynaptiques ionotropiques e.g. NMDA (N-methyl-D-aspartate), kainate et
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic acid). Ces récepteurs
ionotropiques sont activés par la liaison du glutamate et sont des canaux cationiques non
sélectifs. lls modulent le flux des ions K+, Na+ et Ca2+. Les récepteurs NMDA (NMDARS) sont
activés par la fixation du glutamate et de la glycine, mais ils contiennent un site interne de
fixation pour le Mg+ qui bloque I'activité du canal. Le canal peut s’ouvrir lorsque la membrane
est suffisamment dépolarisée, cette dépolarisation peut faire suite a I'activation des récepteurs
AMPA (AMPARS) (Zhu et al., 2000; Washbourne et al., 2002). Les NMDARs sont composeés
des sous-unités NR1, NR2 et NR3 ont une affinité prés de 500 fois plus forte pour le glutamate
que les récepteurs AMPA (Patneau and Mayer, 1990; Paoletti and Neyton, 2007), qui sont
composés des sous-unités GluAl a GluA4 (Esteban et al., 2003). Les AMPARs et NMDARs
médient la majorité de la transmission synaptique excitatrice. Les récepteurs au kainate,
malgré leur homologie structurelle avec ces derniers, ont des fonctions plus diverses dans la
régulation des circuits neuronaux (Carta et al., 2014). Le glutamate peut aussi se fixer sur des
récepteurs postsynaptiques métabotropigues (mGIuRs). Les mGIuRs sont des récepteurs
couplés au protéines G, ils sont divisés en 3 groupes et 8 sous-types et leur activation aux
synapses dans I'hippocampe médie des réponses postsynaptiques (Lujan et al., 1996). La
fixation du glutamate sur ses récepteurs permet la transduction de I'information entre
les neurones (Frank and Grant, 2017). L’efficacité de la neurotransmission dépend du
nombre de récepteurs accumulés au niveau de la PSD (Choquet and Triller, 2013). Le
glutamate libéré peut aussi étre recapturé rapidement par les astrocytes, ou il est converti en
glutamine. La glutamine est libérée et transformée en glutamate au sein des neurones via
I'action de la glutaminase mitochondriale. Cette compartimentation métabolique consiste en

un cycle « glutamate-glutamine » (Daikhin and Yudkoff, 2000).

Une des protéines les plus abondantes de la PSD est la kinase CaMKIlla (Ca?*/calmodulin-
dependent protein kinase a) qui est liée aux NMDARSs et activée par les flux de calcium
médiés par les NMDARs. Elle permet aussi le recrutement de protéasomes aux synapses
actives, ce qui induit la dégradation locale de protéines et leur turnover (Bingol et al., 2010).
L’isoforme CamKIIB se lie a la F-actine et a un r6le de stabilisation de la structure et
morphologie des épines dendritiques. Les PSDs sont aussi enrichies en protéines
d’échafaudage qui permettent la structure et la plasticité de la synapse glutamatergique
(Sheng and Kim, 2011). La principale protéine d’échafaudage de la synapse excitatrice est la
PSD-95 (Postsynaptic density protein 95) ou SAP90 (Curran et al., 2021; Kedia et al., 2021).
PSD-95 interagit avec de nombreuses autres protéines de la PSD, comme SynGAP, une
protéine activatrice des GTPase Ras, fortement exprimée dans les neurones pyramidaux, ou

elle est requise pour les phénomeénes de LTP, plus particulierement au niveau des épines
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dendritiques (Kim et al., 1998). La famille de protéines d’échafaudage GKAP interagit avec le
domaine C-terminal des PSD-95, et se lie aux protéines Shank (Sheng and Kim, 2000), qui
ont un role dans le développement des synapses glutamatergiques, la croissance des épines
dendritiques et la transmission synaptique en interagissant avec Homer. La famille de
protéines Homer sont aussi associées aux récepteurs métabotropiques mGlul/5 (Brakeman
et al., 1997). Ces interactions entre les protéines d’échafaudage de la PSD permettent un
ancrage profond des protéines dans I'épine dendritique et leur interaction avec le
cytosquelette. En effet, en plus de PSD-95, il existe aussi PSD-93, SAP97 ou SAP102 qui
participent a 'ancrage des récepteurs glutamatergiques a la PSD. Ces protéines appartiennent
a la famille des MAGUK (membrane associated guanylate kinase), qui jouent un rdle majeur
dans l'organisation des synapses neuronales en se liant au cytosquelette d’actine. Par
exemple, SAP97 est liée a la myosine VI et I'actine, et PSD-95 a la SPARactine. Le complexe
PSD-95-GKAP-Shank est maintenu par la cortactine et Pactine. Les PSD-95 sont

connectés aux NMDARs via les cytosquelettes d’actinine et d’actine (Zheng et al., 2010).

Les MAGUKs se lient directement aux récepteurs NMDA (Kim and Sheng, 2004), et
indirectement aux récepteurs AMPA, via des TARPs (transmembrane AMPA receptor
regulatory proteins), comme la stargazine. Associée aux AMPARs, elle régule leur
expression membranaire ainsi que leur localisation a la synapse, en interagissant avec PSD-
95 (Choi et al., 2002). PSD-95 interagit aussi avec la protéine TANC1, fortement exprimée

dans I'hippocampe, qui régule les épines dendritiques (Han et al., 2010).

1 PSD-95

Homer

Protéines MAGUK :
PSD-95/SAP90
SAP97

PSD-93

SAP102

Le compartiment postsynaptique est composé de récepteurs au glutamate ancrés a des protéines

d’échafaudage qui interagissent avec le cytosquelette d’actine (Sheng and Kim, 2000)
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Les protéines d’échafaudage et le cytosquelette d’actine soutiennent l'architecture de la
synapse et régulent la répartition des récepteurs glutamatergiques a la membrane. En fait, les
synapses peuvent présenter plusieurs PSDs, constitués de AMPARs et NMDARs sous forme
de nanodomaines au sein de la synapse excitatrice. Les synapses dans I'hippocampe
contiennent en moyenne 1 a 3 nanodomaines de 80-100nm de diamétre, composés d’'une
vingtaine de récepteurs. Les récepteurs NMDA sont souvent groupés au centre de la PSD
(Nair et al., 2013).

Cette organisation précise des synapses, qui portent une identité glutamatergique, permet une

neurotransmission efficace et est régulée par plusieurs processus.

1.1.3. Régulations de I'organisation de la synapse excitatrice et de la fente synaptique

Le réle des PSDs est de maintenir 'apposition entre les membranes pré- et postsynaptiques,
de regrouper les récepteurs postsynaptiques, et de coupler ces récepteurs aux signalisations
dans le neurone postsynaptique. Les protéines de la synapse glutamatergiques peuvent étre
régulées a différents niveaux. La modification de de la composition moléculaire des
synapses peut médier des madifications de la fonction et de la plasticité des synapses. Par
exemple, la localisation des PSDs a la synapse augmente au cours du développement
postnatal. Dans I'hippocampe, SAP-102 est exprimée tdt dans le développement, est associée
préférentiellement aux NMDARs contenant a la sous-unité NR2B, et participerait a
I'organisation des récepteurs NMDARS a cette période précoce du développement postnatal.
Ensuite, de plus en plus de synapses expriment PSD-95 au cours du développement et au
stade adulte, ce qui est corrélé a 'augmentation de I'expression des sous-unités NR2A des
NMDARs ainsi que la présence de AMPARSs a la synapse (Sans et al., 2000; Al-Hallaq et al.,
2007). Ces changements de composition peuvent modifier le cytosquelette d’actine associé et
s’accompagner de variations de la morphologie des épines dendritiques, et leur efficacité.
Par exemple, la surexpression de protéines postsynaptiques comme PSD-95 ou Shank
augmente la transmission synaptique ainsi que la taille et la densité des épines dendritiques
(Chen et al., 2014). Les épines dendritiques, identifiées comme telles par Ramoén y Cajal en
1888 (« espinas »), sont des structures trés dynamiques grace au cytosquelette d’actine qui
les compose, et la présence de la famille des GTPases Rho RhoA, Racl, et Cdc42 qui
participent a la structuration des voies de signalisation et aux changements de morphologie
dans de nombreux types cellulaires. Ces protéines jouent un rble primordial dans la
réorganisation du cytosquelette d’actine. Par exemple, activer RhoA perturbe le
développement de 'arbre dendritique en favorisant la rétractation des neurites in vitro (Li et
al., 2000).
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Différentes morphologie des épines dendritiques (Yuste and Bonhoeffer, 2004)

En fait, la fente synaptique est composée de multiples protéines qui définissent des sous-
compartiments que l'on peut caractériser de nanodomaines. |l s’agit d'une structure
dynamique qui définit les interactions entre les compartiments pré- et post-synaptiques
(Perez de Arce et al., 2015). Les molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) sont
multifonctionnelles au sein de 'organisme car elles régulent de nombreuses fonctions non-
neuronales. Les synapses sont des structures asymétriques et les CAMs médient des
interactions hétérophiliques aux synapses, alors quelles agissent en tant
qu’homophiliques au niveau de jonctions d’adhérence ou serrées. Il existe une grande
diversité de CAMs dans la fente synaptique (Sudhof, 2017; Honig and Shapiro, 2020). Ces
protéines trans-synaptiques peuvent aussi moduler I'organisation des synapses excitatrices
et nous décrirons plus loin leur réle dans la formation des synapses glutamatergiques. Comme
mentionné précédemment, les synapses sont composées de nanodomaines moléculaires
et ceux-ci sont précisément alignés pour optimiser la transmission des signaux entre les
compartiments pré- et post-synaptiques (Mariotti and Tripodi, 2019; Heine and Holcman,
2020). Par exemple, des nanoclusters de la protéine RIM présynaptique sont alignés avec des
nanoclusters de la PSD-95 et des AMPARs et les patterns de distributions de PSD-95
déterminent la localisation des AMPARSs (Nair et al., 2013; Biederer et al., 2017). PSD-95 ancre
les AMPARs a la membrane via les TARPs, en particulier la stargazine. L’interaction de la
stargazine avec PSD-95 permet de cibler les AMPARS a la synapse, tandis que son interaction
avec les sous-unités des AMPARs permet leur fonction (Chen et al., 2000; Schnell et al.,
2002).

La protéine LGI1 et son récepteur ADAM22 forment un complexe et sont essentiels a la
transmission synaptique des AMPARs et NMDARs. Sans cette association, PSD-95 ne peut

pas potentialiser la fonction des AMPARs (Fukata et al., 2021).

L’organisation des synapses glutamatergiques est aussi modifiée par I'action de kinases et
phosphatases. La phosphorylation des sous-unités GIuAl et GluA4 par la PKA (protéine
kinase A) modifie le ciblage du AMPARSs a la synapse (Esteban et al., 2003; Dias et al., 2012).

L’action de la PKA est suffisante pour affecter la neurotransmission excitatrice en modifiant la
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phosphorylation des AMPARs (Gutlerner et al., 2002). De maniére intéressante, la
phosphorylation des protéines synaptiques dépend des cycles veille/sommeil, et elle régule la
fonction synaptigue en modulant la transmission synaptique, la réorganisation du
cytosquelette d’actine, des protéines d’échafaudage, la diffusion des récepteurs (Briining et
al., 2019).

1.1.4. Lasynapse est une structure dynamique

La synapse n’est pas une structure figée mais elle est dynamique. Au niveau de la synapse,
les récepteurs sont en mouvement perpétuel via des phénomenes de diffusion des récepteurs
a la membrane, ce qui régule la fonction des synapses (Inoue and Okabe, 2003; Choquet and
Triller, 2013).

Epine dendritique riche en actine dans laquelle les récepteurs diffusent dans le cytoplasme et a la

surface (Choquet and Triller, 2013)
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Les récepteurs AMPA et NMDA sont tres dynamiques ala membrane de la synapse, ces
dynamiques sont hétérogénes et les récepteurs entrent et sortent de la synapse par diffusion
latérale (Triller and Choquet, 2005). Les protéines de liaison des AMPARs, GRIP et PICK1
sont présents au niveau des synapses glutamatergiques et régulent la dynamique et plasticité
de la sous-unité GIuA2 des AMPAR (Liu and Cull-Candy, 2005). L’activité synaptique répétée
induit la perturbation de linteraction des AMPARs avec GRIP, tandis que PICK médie la
libération des récepteurs AMPA contenant la sous-unité GIuA2. Les trajectoires des récepteurs
peuvent étre suivies par suivi de molécules uniques (ou SPT, Single Particle Tracking) (Bannai
et al., 2006; Hoze et al., 2012; Renner et al., 2012; Nair et al., 2013).

Exemples de trajectoires de la sous-unité GIluA1 sur une dendrite et au niveau d’'une épine dendritique
en SPT-PALM. Des nanodomaines de GIuAl sont visibles. (Adapté de (Nair et al., 2013)).

En plus de ces processus de diffusion membranaire, les récepteurs peuvent aussi étre

endocytés, et d’autres réinsérés a la synapse en fonction de I'activité neuronale (Ehlers, 2000).

Les neurones ont donc la capacité de modifier leurs synapses lorsque la neurotransmission
est augmentée ou diminuée, au cours du développement ou a des stades matures. Ces
altérations consistent en des modifications de la connectivité et de synapses individuelles. Ces
phénomeénes correspondent a de la plasticité synaptique. La plasticité des synapses permet
des modifications sur le long terme de I'activité des réseaux neuronaux, comme des
mécanismes d’apprentissage et de mémoire. Il existe de multiples types de plasticité. Les
mécanismes de LTP (plasticité a long terme) dépendante des NMDARs est bien décrite, et
des moadifications sur le long terme de ['efficacité des synapses est associée au recrutement
des AMPARSs au niveau postsynaptique (Bliss and Lamo, 1973; Nicoll, 2017; Monday et al.,
2018). Les neurones hippocampiques contiennent plus de 10000 synapses « plastiques », ce
qui permet de coder des quantités d’informations importantes et appuie les processus de
meémoire par le stockage de ces informations. L’activation de la CaMKII induit par la LTP
permet la phosphorylation de SynGAP, associée aux NMDARs et enrichie aux PSDs, ce qui
active la voie de signalisation ERK (Yee et al., 2017). La protéine CREB (CAMP-responsive
element-binding protein) est phosphorylée par ce biais, et est capable de modifier I'excitabilité

neuronale et favorise les fonctions de mémoire (Lisman et al., 2018). Au cours des processus
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de LTP, la phosphorylation de SynGAP par CamKIll induit sa dispersion sur I'épine dendritique,
ce qui créé un élargissement de I’épine, favorise I'insertion des AMPARSs et potentialise ainsi
la synapse (Araki et al., 2015). Les propriétés dynamiques des AMPARs, mobiles sur de
courtes durées, sont en lien avec I'’hétérogénéité de la composition des AMPARSs a la synapse
et pourraient jouer un rdle important dans la modulation de différentes formes de plasticité

synaptique (Choquet, 2018).

La LTP est plus complexe que le mécanisme de recrutement des AMPARSs activé par l'influx
de calcium via les NMDARs et serait aussi contrélée par une signalisation trans-synaptique.
Elle passerait par une restructuration trans-synaptique de la synapse, qui permettrait
'augmentation de la réponse des AMPARs a un quantum de libération de glutamate, et qui
serait médiée par une série de processus de restructuration de la synapse, constitués de
multiples CAMs, pour diriger et coordonner les modifications des compartiments pré- et
postsynaptiques. Les ligands de la neurexine, LRRTMs et NL-1 sont requis pour des
processus de LTP dépendants des NMDARs dans la région CA1 de I'hippocampe (Jiang et
al., 2017; Bhouiri et al., 2018; Sudhof, 2018).

Les synapses contenant des NMDARs mais pas dAMPARs fonctionnels sont appelées
synapses silencieuses. L'expression de ce type de synapses est élevée au cours des phases
précoces du développement, pendant lesquelles les NMDARs semblent limiter la présence
des AMPARs jusqu’a un signal qui permettra d’activer les synapses par leur recrutement
(Kerchner and Nicoll, 2008). L’activité neuronale, et notamment les processus de LTP, permet
d’activer les synapses silencieuses, et le BDNF aurait aussi un role dans le recrutement des
AMPARS aux synapses (Liao et al., 1995; Itami et al., 2003)

L’'organisation précise de la synapse glutamatergique permet son fonctionnement et de
nombreuses régulations des réseaux neuronaux dans I'hippocampe. La mise en place de
cette organisation est un processus crucial pour générer des circuits synaptiques
fonctionnels et cohérents. Je décrirai dans la prochaine partie les mécanismes de formation
et stabilisation des synapses excitatrices (Changeux and Danchin, 1976). L'hypothése
synaptotrophique décrit que les compartiments pré- et postsynaptiques sont dynamiques et
que les modifications fines des protéines synaptiques contrdlent I'élaboration des circuits et

de leur plasticité (Cline and Haas, 2008).

24



1.2. Synaptogenese et stabilisation des synapses glutamatergiques

La synaptogenese consiste en la formation de synapses fonctionnelles, aprés la
reconnaissance de protéines sur le neurone cible par le cone de croissance axonal et
I'interaction adhésive spécifique qui apparie les partenaires synaptiques. De nombreux
signaux peuvent induire la formation de synapses dans des circuits neuronaux en
développement, parmi eux, les neurotransmetteurs, les molécules d’adhésion cellulaires

et les neurotrophines.

1.2.1. Différents timings de formation des synapses GABA- ou glutamatergiques

Le GABA (y-aminobutyric acid) est synthétisé par I'action de deux décarboxylases GAD67 et
GADG65, mais GADG67 est a I'origine de 90% de la production de GABA (Chattopadhyaya et
al., 2007). La synthése du GABA a lieu bien avant I'établissement des connexions
synaptiques. L’activité du réseau module la production de facteurs trophiques comme le
BDNF, qui facilite la formation des synapses GABAergiques. Le GABA a des effets trophigues
sur la migration neuronale et la croissance axonale, largement expliqués par son action
dépolarisante dans les neurones immatures. Celle-ci génére une forme précoce de
communication neuronale par des courants calciques qui précede et induit la formation des
synapses glutamatergiques (Ben-Ari et al., 2004; Huang and Scheiffele, 2008). Le glutamate
a été décrit comme un régulateur du développement des synapses chez les Vertébrés, mais

aussi de leur maturation et plasticité.

La synaptogenése a lieu au cours d’'une fenétre temporelle périnatale précise. Dans
I'hippocampe au cours du développement, les récepteurs ionotropiques GABAA, NMDA et
AMPA participent séquentiellement a I'excitabilité des réseaux neuronaux en formation. Dans
le contexte développemental, les concentrations intracellulaires élevées en Cl- sont a l'origine
de l'action transitoirement excitatrice du GABA, via les récepteurs GABAa, qui est
caractéristigue des neurones en développement. L’'activation des GABAAR dépolarise les
neurones ce qui active les canaux ioniques sodiques et calciques. La signalisation
glutamatergique est initialement médiée uniquement par les récepteurs NMDA (Durand et al.,
1996). Les récepteurs AMPA fonctionnels étant absents des synapses, elles sont silencieuses
au potentiel de membrane au repos, les NMDARSs étant bloqués par les ions Mg?*. Cependant,
lorsque le réseau est en activité, I'action excitatrice du GABA peut faciliter I’activation des
NMDARs. Les AMPARs auront ce réle plus tard dans la maturation des réseaux, lorsqu’ils
seront associés aux NMDARs qui participent a la transmission synaptique et a l'activité du
réseau (Ben-Ari et al., 1997). Les circuits GABAergiques se développent avant ceux des
neurones pyramidaux glutamatergiques, et les synapses GABAergiques excitatrices sont les

premieres formées dans I'hippocampe. L’expression du co-transporteur au K*/Cl- KCC2 est
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nécessaire pour la transition de 'action du GABA de dépolarisant vers hyperpolarisant dans
I'hippocampe. Son expression augmente au cours du développement et réduit fortement la
concentration intracellulaire en chlore, ce qui favorise des réponses hyperpolarisantes du
GABA (Rivera et al., 1999).

Les neurotransmetteurs sont impliqués dans la formation des synapses, leur plasticité
et le développement des arborisations dendritiques et axonales. La libération de GABA
peut induire la formation de synapses inhibitrices ou excitatrices dans le cortex en
développement (Oh et al.,, 2016). Dans le cortex, la libération locale de glutamate est
suffisante pour induire la formation rapide d’'une épine dendritique. L’activité synaptique peut
ainsi moduler la connectivité neuronale. La formation de synapses induite par le glutamate est
restreinte a la période de synaptogenése et nécessite I'activité des NMDARSs, et de la PKA
(Kwon and Sabatini, 2011). La libération de glutamate peut médier la formation de filopodes
dendritiques. Les filopodes sont des protrusions membranaires trés motiles et elles
facilitent les contacts entre les axones et les dendrites lors de la synaptogenése (Fiala et al.,
1998).

1.2.2. Laformation des synapses excitatrices suit un processus précis : pistes des

mécanismes de synaptogenése

L’agrégation de protéines d’adhésion synaptiques est a l'origine de la formation de synapses
naissantes, et le recrutement de récepteurs postsynaptiques spécifiques de certains
neurotransmetteurs correspond a un autre stade de stabilisation des synapses (Hua and
Smith, 2004). Les phénoménes de formation et d’élimination de synapses peuvent étre
abordés par la compréhension des dynamiques de ramification et de remodelage des

arborisations axonales et dendritiques en développement (Alsina et al., 2001).
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1.2.2.1 Rapprochement et reconnaissance progressive entre I’axone et le neurone

cible

Axon

Dendrite

Etapes de la formation
d’'une synapse
glutamatergique
(Cohen-Cory et al., 2002)

La synaptogenése est initiée par I'élongation du céne de
croissance axonal ou des filopodes dendritigues. Lorsque le
neurone cible a été reconnu, les éléments pré- et postsynaptiques
commencent a se différencier. Pour établir les réseaux
synaptiques, des axones en croissance sont précisément
dirigés vers leurs cibles par une multitude de signaux de guidage
et de reconnaissance entre eux et la cellule cible (Cohen-Cory,
2002). Les axones qui forment les terminaisons présynaptiques
sont de fines extensions du soma qui n'ont pas d’organelles
cellulaires comme le Golgi ou le réticulum endoplasmique. La
synthése protéique dans les axones est possible mais tres rare.
Toutes les protéines présynaptiques synthétisées sont donc des
protéines cytosoliques solubles, et les protéines membranaires et
sécrétées doivent étre produites dans le soma du neurone et
transportées le long de Tlaxone vers les terminaisons

présynaptiques.

Les filopodes dendritiques sont de longues protrusions
membranaires dynamiques et fines présentes au niveau des
neurones au cours des phases précoces du développement. lls
sont cruciaux pour la stabilité et la fonction des circuits neuronaux
en formation, notamment les contacts synaptiques excitateurs
dans la région CA1 de [l'hippocampe. Certaines épines
dendritiques se forment directement a partir de filopodes, et dans

I'hippocampe, des synapses se développent aussi depuis I'arbre

dendritique ou sans filopode intermédiaire (Fiala et al., 1998; Kwon and Sabatini, 2011). Les

synapses glutamatergiques sont principalement formées au niveau des épines dendritiques
(Prange and Murphy, 2001).

Au niveau de l'axone, il existe des varicosités qui pourraient correspondre a des

« présynapses ». Les prolongements dendritiques sont trés motiles, et avec la proximité de

'axone se créé un contact et la formation d’une synapse. Contrairement a ce qui est décrit

usuellement, il ne s’agit pas d’'un cone de croissance axonal actif qui initierait la synaptogenése

face a une cible postsynaptique passive. Les filopodes dendritiques sont donc activement

impliqués dans l’initiation de la synaptogenése, le contact initial entre I’axone et la

dendrite (Fiala et al., 1998) et pourrait constituer des précurseurs d’épines dendritiques. De
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nombreux contacts axodendritiques ne sont pas suivis de la formation de nouvelles synapses.
Les filopodes dendritiques sont trés motiles et présentent un fort turnover in vivo. En effet,
dans le cortex, il a été observé que seulement 15% des filopodes persistaient pendant au
moins 4h sous la forme d'une épine, et 13% de ces « synapses » persistent au-dela de 48h
(Pan and Gan, 2008). Dans les réseaux matures, la dynamique des filopodes dendritiques
n’est pas suffisante pour induire la formation de synapses, et est plutét représentative d’'une
connexion synaptique affaiblie. La formation des synapses débute donc avec le
rapprochement des axones vers les dendrites ou le soma des neurones cibles. Cette
interaction est dynamique et implique une communication a double sens entre les filopodes

axonaux et dendritiques (Jontes et al., 2000; Cohen-Cory, 2002).

© og
Axon Axon

Dendrite \
@ g . e
L TR
Dendrite Dendrite
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Rapprochement des filopodes axonaux ou dendritiques dynamiques a I'origine d’un contact axo-
dendritique (Cline, 2001)

Les filipodes dendritiques sont formés grace au cytosquelette d’actine et aux protéines Rho.
La dynamique des épines dendritique permet de réguler I'efficacité synaptique et de maintenir
la dendrite prés de la zone présynaptique au cours de la synaptogenése (Bonhoeffer and
Yuste, 2002; Yuste and Bonhoeffer, 2004). La dynamique des filopodes est activité-
dépendante : l'activation des NMDARs favorise la formation des filopodes, tandis que le
calcium local stabilise les contacts entre les filopodes et les axones. Les filopodes sont
stabilisés par les signalisations liées au calcium, au cytosquelette d’actine modulé par la
signalisation RhoGTPase et aux interactions neurexine-neuroligine. L’activité peut moduler
le cytosquelette afin de stabiliser les prolongements neuronaux (Hall, 1998). La dynamique
des filopodes est aussi régulée par I'expérience, qui module la synaptogenése et le

développement des dendrites (Sheng et al., 2018).
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Le nombre de synapses qu’un neurone forme avec d’autres neurones est précisément
régulé (Valdes-Aleman et al., 2021). La formation des synapses glutamatergiques prend
guelques heures. Il y a de nombreuses interactions entre les futurs éléments pré- et
postsynaptiques (Burry, 1982). L’activité neuronale module les réponses du cbne de
croissance aux signaux de guidage répulsifs ou attractifs. Les sémaphorines ou les
éphrines par exemple agissent comme des signaux répulsifs qui limitent la synaptogenése
(Averaimo et al., 2016).

1.2.2.2. Transports de composés pré- et postsynaptiques le long de I’axone et de la

dendrite

Au cours de la formation des synapses, des changements graduels de la composition
moléculaire des synapses ont lieu, via des processus précis. Des « paquets » de
composants présynaptigues préassemblés sont transportés vers la zone présynaptique et les

densités postsynaptiques sont remodelées pendant 1-2 heures (Ahmari and Smith, 2002).

La synapse naissante est une structure entre le contact neurone-neurone initial et la synapse
mature. La balance entre sa stabilisation ou élimination est essentielle pour la précision de
la mise en place de réseaux neuronaux fonctionnels dans le SNC (Ahmari and Smith, 2002).
La redistribution de composants présynaptiques, comme la synapsine | ou la synaptophysine
par exemple, d'une localisation diffuse dans lI'axone a des clusters dans la zone
présynaptique peut caractériser une synapse naissante, tandis que la zone postsynaptique
varie en fonction de linsertion de récepteurs au glutamate. Certains marqueurs
postsynaptiques, comme la protéine PSD-95 ou les récepteurs AMPA, ne sont pas optimaux
pour étudier des synapses naissantes car ils ne sont pas recrutés en premier. An niveau
présynaptique, des sondes comme FM1-43 ou FM1-64 marquent la zone active de recyclage
de neurotransmetteurs. Des « paquets » de transports de protéines synaptigues sont visibles,
sont marqués par les protéines VAMP (vesicule-associated membrane protein) et indiquent
gu’'un processus de synaptogenése est en cours. Au niveau électrophysiologique, les
synapses naissantes sont maintenues dans un état « silencieux », qui a une fonction dans le

développement des synapses (Kerchner and Nicoll, 2008).
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Images en microscopie électronique d’'une synapse mature enrichie en vésicules synaptiques et avec
une PSD définie (A), ou d’un filopode dendritique apposé de maniere discontinue a un axone
contenant des vésicules synaptiques, et dont la spécialisation postsynaptique n’est pas certaine,

représentatif d’'une synapse naissante (B). Barre d’échelle : 200nm (Ahmari and Smith, 2002)

La formation et la maturation des synapses individuelles a lieu en 'espace de jours a semaines
mais I'assemblée des synapses glutamatergiques se passe de maniére bien plus dynamique,
a I'échelle de quelques heures. Des boutons présynaptiques fonctionnels peuvent se former
en 30 minutes apres un contact axodendritique (Friedman et al., 2000) méme s'il faudrait 3-4
heures pour qu’une libération des vésicules synaptiques en réponse a une dépolarisation soit
possible (Washbourne et al., 2002; Dobie and Craig, 2011).

Dans certains cas, la formation de ces boutons est associée au recrutement de vésicules
synaptiques issues de boutons synaptiques déja formés, a proximité. Dans la zone active
présynaptique, les sites de libération de neurotransmetteurs sont définis en partie par la
protéine Bassoon. L’apparition des composants postsynaptiques SAP90/PSD-95, GIuAl ou
NR1 a lieu 45 minutes aprés. Une synapse glutamatergique individuelle peut donc se former
en 1 a 2 heures, et la formation d’un bouton présynaptique fonctionnel précéde souvent
la différenciation de la partie postsynaptique dans I’hippocampe. Il se pourrait donc que
des facteurs libérés par le bouton présynaptique induisent I'assemblée de la partie

postsynaptique par des signaux antérogrades (Friedman et al., 2000).

Dans le compartiment présynaptique, au niveau de la zone active de la synapse
glutamatergique, des vésicules granulées a noyau dense, de 80nm de diamétre au niveau du
cbne de croissance axonal, qui contiennent notamment syntaxine, SNAP-25, la N-cadhérine
sont recrutées au niveau des synapses naissantes. Le réseau de filaments du cytosquelette
associés a la zone active (CAZ), 'accumulation de Piccolo et Bassoon et des vésicules
synaptiques (SV) au niveau de la zone active facilite 'ancrage des SV et leur fusion a la
membrane (Zhai et al., 2001).
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La spécialisation postsynaptique débute par 'accumulation de la PSD-95 ou de SAP-102,
depuis un pool diffus de protéines, et quelgues heures a quelques jours aprés le contact
axodendritique, les récepteurs glutamatergigues NMDA ou AMPA sont recrutés depuis
des « paquets » de molécules mobiles au sein des dendrites. Ceux-ci sont présents le long
des dendrites avant la formation des synapses et contiennent des clusters de sous-unités NR1
mais aussi NR2B des NMDARs. lIs se déplacent le long des microtubules & une vitesse de
4um/min et sont recrutés aux sites de contact axodendritique en quelques minutes. Les
AMPARSs sont moins mobiles que les clusters de NMDARSs et sont recrutés plus lentement, en
45 minutes (Washbourne et al., 2002). Le recrutement des NMDARs est possible via la
signalisation des neuroligine-1 (Gill et al., 2014). Le recrutement des AMPARS a la synapse
est précédé par les NMDARSs, ce qui suggere que I'activation des NMDARs induit I'insertion
des autres récepteurs au glutamate (Friedman et al., 2000).

De plus, bloquer les NMDARs au cours des phases précoces de la synaptogenése induit
une augmentation significative du nombre de synapses, de la fréquence des mEPSCs
ainsi qu’une arborisation dendritique plus complexe des neurones pyramidaux du CA1. Cette
augmentation montre que les NMDARs contrélent la synaptogenése, mais qu'il y aurait un
mécanisme de formation des synapses indépendant de l'activité des NMDARs (Lithi et al.,
2001). Une autre étude montre que bloquer les NMDARs au cours des stades précoces du
développement réduit a la fois le nombre de prolongements dendritiques et leur longueur.
Bloquer les NMDARs ou AMPARSs plus tard dans le développement de ces arborisations
modifie uniguement la dynamique des ramifications mais pas leur croissance. En fait, la
transmission synaptique glutamatergique semble dans un premier temps promouvoir
la croissance de I’arbre dendritique, puis stabiliser sa structure et les synapses (Rajan
and Cline, 1998).

Aprés le contact axodendritique et linitiation des différenciations pré- et postsynaptiques

spécifiques de la synapse naissante, les compartiments définis sont stabilisés par des CAMs.

1.2.2.3. R6le des CAMs dans les interactions bidirectionnelles a la synapse en

développement

Les CAMs ont un réle clé dans la synaptogenese, qui requiert de nombreuses voies de
signalisation. Ce role est cohérent avec la localisation des CAMs aux synapses au cours
du développement, et leur interaction physique avec d’autres protéines impliquées dans la
synaptogenése. Les CAMs induisent des spécialisations excitatrices ou inhibitrices mais

seulement pré- ou postsynaptiques (Sudhof, 2018). L’assemblée coordonnée des
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compartiments pré- et postsynaptiques, précisément alignés, serait structurée par des CAMs

présynaptiques.

La synaptogenése est dépendante de signaux médiés notamment par les familles des
neurexines, des neuroligines, des cadhérines, des latrophilines, et des éphrines avec

leurs récepteurs spécifiques (Sanes and Zipursky, 2020).
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Diversité des CAMs et de leur interactions possibles au niveau de la fente synaptique (Stidhof, 2017)
1.2.2.3.1. Lasignalisation neurexine-neuroligine

Le complexe neuroligine-neurexine est un systéme d’adhésion hétérophilique largement
exprimé dans le SNC. Les neurexines ont de multiples ligands, comme les neuroligines (NLs)
ou les LRRTMs, et elles régulent les propriétés synaptiques. Les NLs induisent la formation
des spécialisations présynatiques glutamatergiques et GABAergiques (Craig and Kang, 2007).
NL-1 amplifie spécifiguement la fonction des synapses excitatrices en induisant une

augmentation du nombre de synapses fonctionnelles et de la transmission synaptique
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excitatrice via une signalisation médiée par les NDMARs, tandis que la délétion de NL-2
perturbe la fonction des synapses inhibitrices. Paradoxalement, la NL-2 est localisée
uniguement aux synapses inhibitrices, mais son ligand a un réle crucial dans la formation de
synapses glutamatergiques, et non inhibitrices, médiée par des astrocytes corticaux (Stogsdill
et al., 2017; Sudhof, 2018). Les NLs participent donc a la spécification des synapses en
fonction de I'activité du réseau neuronal (Chubykin et al., 2007). L’interaction trans-synaptique
neurexine/neuroligine-1 stabilise les synapses de maniere transitoire. Cette stabilisation peut
persister si les NMDARSs sont actifs (Chen et al., 2010). Les NLs et les neurexines possedent
des isoformes qui induisent des interactions trans-synaptiques sélectives et ont donc des
fonctions synaptiques variées dans le SNC (Sudhof, 2017). L’épissage alternatif de la
neurexine-1 au niveau de SS4 régulent le comportement d’apprentissage par la peur (Boucard
et al., 2005; Sudhof, 2018). La neurexine-1 peut étre modifiée par 'héparane sulfate, ce qui
induit une altération de la fonction des synapses et de leur nombre (Studhof, 2018; Zhang et
al., 2018)
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Modele d’un role des interactions entre neurexines et neuroligines dans la régulation des filopodes
dendritiques. L’adhésion créée par cette interaction stabilise la membrane (1), permet le recrutement
de PSD-95 et NMDAR (2). L’activité neuronale stabilise le filopode (3), sans activité il se rétracte (4).

Le recrutement du cytosquelette d’actine permet la maturation de la synapse (5) (Chen et al., 2010)
1.2.2.3.2. Lerble des cadhérines

Les cadhérines (Cdh) contrdlent les étapes cruciales du développement via des interactions
homophiliques bien décrites, dépendantes du calcium (Honig and Shapiro, 2020). Les N-
cadhérines (neuronales) et E-cadhérines (épithéliales) sont localisées dans les complexes
synaptiques, qui sont construits a partir de jonctions d’adhérence. Dans I'hippocampe, N et E-
cadhérines sont présentes au niveau des synapses mais ne colocalisent pas. |l a été montré

gue Cdh8 et 9, agissant via des interactions hétérophiliques, structurent directement les
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connexions synaptiques (Sudhof, 2018). De plus, les interactions entre les Cdh 6, 9 et 10 sont
nécessaires pour des phénomeénes potentiation synaptique et régulent la morphologie des

synapses dans la région CA1 de I'hippocampe (Basu et al., 2017).
1.2.2.3.3. Les latrophilines

Les latrophilines sont des RCPGs d’adhésion (Arag et al., 2012) qui se lient spécifiguement
aux téneurines, neurexines et FLRTs. La latrophiline-2 agit comme une CAM
postsynaptique, essentielle pour établir et maintenir les synapses. Sa délétion dans les
neurones pyramidaux génére une baisse importante du nombre de synapses excitatrices et
de la transmission synaptique (Sudhof, 2018). FLRT3 régule la transmission excitatrice et la
densité des épines dendritiques dans I'hippocampe, ce qui indique un rble de ces protéines
dans le développement des synapses glutamatergiques (O’Sullivan et al., 2012). Dans les
études de formation de synapses artificielles, les téneurines induisent des spécialisations
postsynaptiques et non pré-, ce qui supporte la notion que les teneurines agissent

principalement comme des CAMs hétérophiles présynaptiques (Studhof, 2018).
1.2.2.3.4. Autres molécules impliquées dans I'adhésion au niveau des synapses

Les éphrines et leurs récepteurs (EphR) constituent comme les cadhérines une vaste famille
protéique qui a de nombreuses fonctions dans des tissus variés. Un des roles clés des
éphrines et des EphRs est le guidage axonal, qui permet la construction des circuits
neuronaux (Averaimo et al., 2016). Un récepteur a I'éphrine, EphB2 a été localisé en super-
résolution a la jonction postsynaptique, et I'éphrine-B3 recrute la PSD-95 au niveau
postsynaptique (Hruska et al., 2015; Perez de Arce et al., 2015). Les éphrines et les EphRs
sont donc présents a la synapse. De maniére intéressante, la perte des récepteurs
postsynaptiques EphBs induit une diminution de la mobilité des filopodes dendritiques,
impliqués dans linitiation de la synaptogenése. Le rdle synaptogénique des EphBs est
restreint a la période de développement ou les filopodes sont abondants et trés motiles (Kayser
et al., 2008).

Des molécules présynaptiques sont ancrées a la terminaison présynaptique par un récepteur
alapentraxine. Les pentraxines se lient aux AMPARSs par des interactions trans-synaptiques
qui induisent la spécialisation postsynaptique de la zone. Localiser des AMPARs a la
membrane de neurones serait suffisant pour la spécialisation postsynaptique de la membrane
et le recrutement de protéines comme PSD-95 ou Homer-1 (Pelkey, 2015; Lee et al., 2017,
Van’t Spijker et al., 2019), ce qui suggére un role des pentraxines dans la formation des

synapses glutamatergiques.
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Les AMPARs interagissent avec les pentraxines neuronales, les LRRTM4 (leucine-rich
repeat transmembrane neuronal protein 4) qui sont impliquées dans le remodelage des
synapses excitatrices (Siddiqui et al., 2013). Les récepteurs ionotropiques au glutamate
pourraient servir d’adhésion entre pré- et post-synaptique et favoriser la formation des

synapses (Fossati and Charrier, 2021).

Les protéines Slitrk (Slit- and Trk-Like) qui se lie participent & la formation des synapses
excitatrices et inhibitrices. Slitrk1, 2, 4 et 5 régulent la densité des synapses glutamatergiques,
leur suppression induit une réduction du nombre de synapses excitatrices, et leur ligand de la
famille des LAR-RPTP (leukocyte antigen-related receptor protein tyrosine phosphatase),

PTPo, est requis pour la différenciation présynaptique excitatrice (Yim et al., 2013).

Les BAls (Brain angiogenesis inhibitors) sont des RCPGs d’adhésion, ayant pour ligands
les C1qls, qui appartiennent a une famille de protéines sécrétées avec un domaine Clqg. Les
Clqgls se fixent avec haute affinité aux BAls, et modulent le nombre de synapses dans des
cultures de neurones, ce qui associe les BAls a une fonction synaptique (Bolliger et al., 2011).
BAI1, exprimé uniguement par les neurones, serait essentiel dans la formation de synapses
et la suppression de BAI1 modifie la plasticité synaptique. De plus, la phosphatidylsérine se
fixe sur les BAI1 au niveau de cellules apoptotiques, qui sont phagocytées par la suite (Stdhof,
2018).

Les SynCAMs sont situées dans la zone périsynaptique et contribuent a la plasticité des
synapses (Perez de Arce et al., 2015). Elles participeraient a la régulation de la forme des

synapses.

Ces données montrent qu’il existe au niveau de la fente synaptique un réseau complexe et

divers d’interactions trans-synaptiques.

1.2.2.4. R6le du BDNF a la synapse

Le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) a un réle un role important dans la mise en
place des circuits neuronaux complexes et fonctionnels. Cette neurotrophine (NT) module la
ramification des axones et des dendrites, augmente I'efficacité de la transmission synaptique,
influence la maturation des synapses et des réseaux neuronaux. Augmenter le niveau de
BDNF amplifie significativement I'arborisation des axones et le nombre de synapses (Alsina
et al., 2001; Park and Poo, 2013). Les effets synaptiques médiés par les NTs constituent pour
la plupart en des modifications présynaptiques de la libération de neurotransmetteur.
Des cibles identifiées en aval de la signalisation médiée par le BDNF sont des protéines

associées aux Vveésicules synaptigues comme la synapsine, la synaptophysine et la
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synaptobrévine. Aux synapses glutamatergiques, le BDNF favorise la transition des synapses

immatures ou silencieuses vers des synapses contenant des AMPARs

Les afférences axonales se ramifient progressivement sur les neurones cibles. Dans le
systéme visuel, le BDNF module la constitution et le raffinement des arborisations axonales.
L’activité neuronale et le BDNF font partie de mécanismes distincts mais qui convergent et
modulent la complexité des arborisations axonales in vivo. L’activité neuronale participe a
la stabilisation des prolongements axonaux et le BDNF favorise la croissance de ces axones
(Cohen-Cory, 1999).

1.2.3. Lasynaptogenese est un mécanisme activité-dépendant

La majorité des processus décrits précédemment dépendent de I’activité. L’activité joue
un role crucial dans la libération des neurotransmetteurs, I'activation subséquente de
récepteurs postsynaptiques spécifiques et est un signal clé dans la synaptogenése et la
stabilisation des synapses. Les sources d’activité spontanées sont importantes dans de
nombreux mécanismes de synaptogenése avant méme que les réseaux soient fonctionnels
(Katz and Shatz, 1996).

Au cours du développement, l'activité des réseaux est accrue en réponse a de nombreux
stimuli expérimentés pour la premiére fois, et les circuits neuronaux codent ces informations
par laformation de connexions synaptiques. L'activité d’'un site synaptique peut déstabiliser
une synapse peu active a proximité. Les expériences d’Hubel et Weisel sur la ségrégation des
colonnes de dominance oculaire au cours de la période postnatale précoce ont souligné
'importance de l'activité relative des réseaux dans la définition de la connectivité
synaptique du SNC (Hubel et al., 1977).

La régulation activité-dépendante de la croissance et I'arborisation axonales ainsi que la
formation des synapses sont essentiels au développement de réseaux neuronaux. Au cours
du développement, Ilactivité synaptique favorise I’émergence de prolongements
dendritiques et axonaux. Ces données suggéerent un lien étroit entre la transmission

synaptique, les dynamiques de ramification et le développement de I'arborisation dendritique.

L’activation des NMDARSs par I’activité neuronale peut promouvoir la stabilisation et la
maturation des synapses. Elle régule l'organisation du cytosquelette postsynaptique en
particulier 'actine (Star et al., 2002; Lavoie-Cardinal et al., 2020). L’activation des NMDARs
permet le recrutement des AMPARs a la membrane postsynaptique. Les synapses
silencieuses sont converties en synapses actives par des modifications postsynaptiques, en
particulier le recrutement fonctionnel des AMPARS a partir d’'un pool intracellulaire diffus. Les

synapses matures contenant des AMPARSs stabilisent les prolongements sur lesquelles elles
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sont formées, qui forment a leur tour de nouveaux prolongements (Zhang and Poo, 2001). La
redistribution des AMPARSs module les phénomenes de LTP ou LTD (dépression a long terme)
qui modifient la fonction synaptique et sont a l'origine des bases de I'apprentissage et de la
mémoire (Malinow and Malenka, 2002). L'activation des NMDARs permettrait 'expression de
protéines structurelles permettant la maturation des synapses comme CaMKIl, induit la
synthése et la libération de neurotrophines, en particulier le BDNF qui favorise la maturation
des terminaisons présynaptiques et augmente le nombre de synapses par terminaison
axonale (Hua and Smith, 2004).

La fréquence de formation des synapses est régulée par l'activité. Le blocage des NMDARs
ralentit 'accumulation de PSD-95 dans des cultures de neurones hippocampiques (Okabe et
al., 1999). Au niveau des dendrites, les épines postsynaptiques sont présentes en grand
nombre et les structures sont rapprochées, alors que les zones présynaptiques sont
uniformément dispersées et réparties sur les axones. Dans les réseaux matures de neurones
hippocampiques, le nombre de terminaux présynaptiques est régulé par I'activité synaptique,
plus précisément I'activation des AMPARSs et 'AMPc, et se trouve donc dans un état d’équilibre

dynamique (De Paola et al., 2003).

Cependant, la synaptogenése peut avoir lieu en absence d’activité neuronale. En effet,
l'activité n’est pas requise pour les étapes précoces de synaptogenése, et bloquer la libération
de neurotransmetteur in vivo n’affecte pas la formation des synapses avant E18. La
suppression de la protéine Munc18-1 dans un modéle murin induit une perte compléte de
la libération de neurotransmetteur via les vésicules synaptiques au cours du développement,
et donc 'absence de transmission synaptique. Cependant, chez les mutants, on observe une
mort importante des neurones matures aprés E18 (Verhage et al., 2000). La libération de
glutamate per se ne serait pas nécessaire pour 'assemblée des synapses glutamatergiques,
mémes si de nombreux aspects de la synaptogenése sont contrélés par 'activité synaptique
(Sando et al., 2017; Sigler et al., 2017). Dans certaines conditions, les étapes initiales de la
synaptogenése ne sont pas liées a 'activité (Craig and Boudin, 2001) mais la formation des

synapses reste en majorité modulée par I’activité neuronale (De Paola et al., 2003).

Des signaux moléculaires peuvent étre a l'origine de la fin de la synaptogeneése, et la
maturation des synapses. Le monoxyde d’azote (NO) est libéré de maniére activité-
dépendante et provoque la déstabilisation des cénes de croissance in vivo. Le NO pourrait
donc étre un signal de déstabilisation de I’arborisation dendritique (Hua and Smith, 2004).
L’expression de la sous-unité NR2A des NMDARs remplacant NR2B au cours du
développement, est suffisante pour limiter le nombre de synapses et arréter le développement

des épines dendritiques (Gambrill and Barria, 2011). Apres la formation des synapses, celles-
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ci peuvent étre stabilisées ou déstabilisées, et elles constituent des structures trés dynamiques

et plastiques comme décrit dans la partie 1.1.

Les processus de remodelage des synapses sont développementaux et dépendants de
lactivité du réseau en formation. Les inputs synaptiques coactivés sont sélectivement
stabilisés et ceux pour qui I'activité ne coincide pas sont éliminés. Lorsque la synapse n’est
plus fonctionnelle dans le SNC, le raffinement des réseaux a lieu via une élimination rapide

des synapses, en moins de deux heures (Hopf et al., 2002).

La régulation des synapses glutamatergiques et de leur efficacité passe aussi par des
mécanismes impliquant des cellules non-neuronales. Dans cette partie, je discuterai des
mécanismes de formation ou stabilisation/déstabilisation des synapses par les microglies et
les astrocytes, mais aussi de l'importance de I’élagage synaptique, un processus crucial
pour le modelage des réseaux de neurones en cours de développement. Il consiste en
I’élimination des synapses produites en excés au cours du développement (Petanjek et
al., 2011). Dans un modéle de macaques Rhesus, plus de 500 000 synapses ont été
identifiées et analysées dans cing zones du cortex, moteur, somatosensoriel, préfrontal, visuel
et limbique. La densité de synapses augmente rapidement dans les cing régions du cortex
analysées au cours des deux derniers mois de gestation, puis au cours des premiers mois
postnataux. Elle diminue ensuite dans toutes ces régions, ce qui est lié aux mécanismes
d’élagage synaptique (Rakic et al., 1986). Par exemple, prés la période de synaptogenese
dans le cortex des primates non-humains, plus de 40% des synapses formées au cours du

développement sont éliminées, soit des milliers par seconde (Bourgeois and Rakic, 1993).

1.3. Réle des cellules microgliales et astrocytaires dans la régulation des

synapses au cours du développement

L’élimination des synapses est un processus crucial pour transformer des circuits neuronaux
redondants en circuits concis et opérants. Le raffinement des circuits neuronaux au cours
du développement a lieu en effet via I'élimination sélective de certaines connexions
synaptiques et le renforcement d’autres synapses. Les changements de I'environnement ont
une influence certaine sur les circuits en favorisant des mécanismes de compétition et de
plasticité cérébrale (Hubel et al., 1977). L’élimination des synapses semble dépendre des
patterns d’activité relatifs des synapses environnantes plutét que de l'activité per se. Les
synapses actives pourraient donc déstabiliser les synapses inactives via des signaux
intersynaptiques, antérogrades ou rétrogrades. Les axones sont retirés par un mécanisme
en plusieurs étapes, impliquant leur atrophie et rétractation puis la perte du compartiment

postsynaptique qui était en contact avec I'axone présynaptique (Riccomagno and Kolodkin,
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2015). Une question demeure: quel compartiment initie I’élagage des synapses ?
(Lichtman and Colman, 2000).

1.3.1. L’élagage des synapses est essential pour le développement normal du

cerveau : territoires microgliaux et astrocytaires

Dans les années 80, Burry développe un modéle de synapses artificielles in vitro. 1l observe
gue les éléments « présynaptiques » sont contactés et méme entourés par des cellules non-
neuronales. Ces cellules présentent des débris indiquant une phagocytose de matériel
cellulaire, et suite au contact des cellules non-neuronales, les neurites disparaissent. Les
synapses artificielles sont donc phagocytées in vitro et in vivo par les cellules non-neuronales,
qui pourraient éliminer les éléments présynaptiques non fonctionnels. Ces observations
suggérent que les cellules non-neuronales auraient un réle central au cours de la

synaptogenése et de I’élagage des synapses (Burry, 1982).

Stabilisation Elimination

X

Schéma illustrant les interactions entre les épines dendritiques et les astrocytes (bleu) et les
microglies (orange) et leur role dans la stabilisation ou I'élimination des synapses au cours du

développement postnatal

1.3.1.1. Les microglies modifient la plasticité des synapses par leur motilité et la
libération de molécules trophiques

Les microglies sont les cellules immunitaires dans le SNC. Elles représentent environ 10%
des cellules du cerveau, (Pessac et al., 2001) leurs progéniteurs proviennent du sac vitellin et
envahissent le SNC au cours du développement a partir du jour embryonnaire E9.5 chez la
souris (Ginhoux et al., 2010) et de la 4°™ semaine de gestation chez I'numain (Menassa and
Gomez-Nicola, 2018). Au cours de leur développement, les microglies passent d’une
morphologie amiboide a une forme ramifiée avec de nombreux prolongements fins qui sont
trés motiles au sein des tissus neuronaux (Davalos et al., 2005; Wu et al., 2015). Les

prolongements microgliaux sont remodelés par la signalisation purinergique via le récepteur
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microglial a FATP P2Y12 (Haynes et al., 2006; Ohsawa et al., 2007). L’application de NMDA
dans des tranches d’hippocampe de souris ou sélectivement au niveau du dendrite d’'un
neurone individuel génére la croissance des prolongements microgliaux. Cette motilité est due
au relargage d’ATP qui est clé dans la communication neurogliale, suite a l'activation des
NMDARs (Dissing-Olesen et al., 2014). La communication neuromicrogliale dépend de la
signalisation purinergique et des concentrations extracellulaires en calcium (Eyo et al.,
2015). La morphologie trés ramifiée et les mouvements constants des microglies leur
conférent un r6le dans la surveillance et la maintenance du tissu neuronal et de sa
fonction (Bruce-Keller, 1999; Nimmerjahn et al., 2005; Béchade et al., 2013). Les microglies
sont en effet des régulateurs cruciaux du développement et de 'homéostasie du SNC, a
travers des interactions neuromicrogliales impliquant le remodelage des circuits heuronaux au
cours du développement par I'’élagage des synapses inconsistantes, I’élimination de
débris cellulaires et de cellules apoptotiques, larégulation de laneurogenése ou encore
la sécrétion de facteurs trophiques. Elles maintiennent ainsi 'homéostasie dans le cerveau,
et sont impliquées dans de nombreuses pathologies par I'adoption de phénotypes, de
signatures transcriptionnelles et de fonctionnements anormaux. Lorsque leurs fonctions

trophiques sont altérées, elles peuvent avoir un comportement neurotoxique.

Le développement de la microglie dépend de CSF-1 et son récepteur CSF-1R, qui contrdlent
la différenciation et la densité de nombreux macrophages dans le SNC (Elmore et al., 2014;
Matcovitch-Natan et al., 2016). CSF-1 est essentiel pour la survie des microglies et leur
fonction, ce facteur joue un réle dans le développement cohérent des circuits neuronaux
(Erblich et al., 2011).

1.3.1.2. Les microglies sculptent les circuits neuronaux

1.3.1.2.1. Formation des synapses médiée par les microglies

Les microglies sont présentes dans le SNC au stade prénatal mais leur densité augmente au
cours des premiéres semaines postnatales, ce qui est concomitant de la période de
synaptogenése. Les microglies ont un role dans la croissance et la formation des axones

dans le cortex (Squarzoni et al., 2014; Thion et al., 2018).

Au niveau postsynaptique, les microglies contactent les épines dendritiques et induisent
parfois la croissance d’un filopode transitoire. Les microglies peuvent donc participer aux
mécanismes de formation de synapses, par le remplacement d’'une épine dendritique par
une autre plus efficace. Les courants calciques locaux dans les dendrites induits par les
contacts microgliaux et I'action du BDNF sont aussi a l'origine de filopodes dendritiques
(Weinhard et al., 2018). Dans le cortex somatosensoriel, la microglie contacte les dendrites et

induit la formation de filopodes au cours de la période de synaptogenése, en réponse a
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I’expérience sensorielle. Ce mécanisme pourrait passer par un flux local de calcium au

sein du dendrite et le recrutement du cytosquelette d’actine (Miyamoto et al., 2016).
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Les microglies pourraient induire la formation de synapses : le contact avec la synapse induit des
courants calciques, favorisant 'accumulation d’actine et la formation d’un filopode dendritique
postsynaptique qui peut trouver un partenaire présynaptique et former une synapse fonctionnelle
(Miyamoto et al., 2016)

1.3.1.2.2. Modulation de I’activité des synapses par les microglies

Certains facteurs trophiques libérés par les microglies favorisent la survie neuronale et la
fonction synaptique (Bessis et al., 2007). Les microglies expriment les récepteurs d’'un grand
nombre de neurotransmetteurs et elles sécrétent un large spectre de molécules de
signalisation pouvant réguler l'activité neuronale et la plasticité des synapses, comme des
neurotransmetteurs, des cytokines, ou des protéines de la matrice extracellulaire. Par
exemple, dans des neurones in vitro ou ex vivo en présence de milieu conditionné par la
microglie, I'amplitude et la durée des courants médiés par les NMDARs augmentent. TNF-a
(tumor necrosis factor a), une cytokine sécrétée par les microglies contréle la fonction et
plasticité de la synapse (Béchade et al., 2013). La microglie libére I'interleukine-10 (IL-10)
qui induit 'augmentation du nombre d’épines dendritiques, de synapses excitatrices et
inhibitrices via les récepteurs a I'lL-10 exprimés par les neurones au cours du développement
précoce. IL-10 induit donc la formation de synapses et IL-1B, aussi libéré par la microglie et
dont les récepteurs sont exprimés par les neurones, blogue ces effets (Lim et al., 2013). Les
microglies et les astrocytes sécrétent des thrombospondines, une famille de protéines de la

matrice extracellulaire capables de moduler la synaptogenése (Christopherson et al., 2005).

Aprés stimulation par 'ATP, des micro-vésicules (MVs) sont relarguées par les microglies et
provoquent I'augmentation significative des mEPSCs dans les neurones, augmentant ainsi la
neurotransmission excitatrice. Les MVs agissent principalement sur la partie présynaptique,
augmentant le pool de vésicules a libérer (ready releasable pool (RRP)) par un mécanisme

dépendant du métabolisme des sphingolipides (Antonucci et al., 2012). L’ATP libéré au niveau
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des synapses actives stimule les récepteurs P2X4 microgliaux, ce qui favorise I'attraction des
microglies et aussi la production de BDNF par les microglies. Le BDNF serait donc libéré
localement depuis les prolongements microgliaux vers les synapses en fonction de leur activité
et pourrait moduler la formation et la plasticité des synapses (Parkhurst et al., 2013).
KARAP/DAP12, est un polypeptide associé a des récepteurs a la surface des cellules,
exprimé uniguement par la microglie au cours de la période périnatale dans le SNC. La
perte de fonction de KARAP/DAP12 induit d'importantes altérations de la fonction et plasticité
synaptiques. Elle entraine une baisse significative de I'expression synaptique du récepteur a
la tyrosine kinase B (TrkB) liant le BDNF, ainsi qu’'une augmentation de la LTP hippocampique
due a des modifications des NMDARS (+ de NR2B ou moins de phosphorylation de cette ssu)
et AMPARs (les AMPARs comportent moins de GIUR2 ce qui augmente leur perméabilité au
calcium) (Roumier, 2004).

L’expression de CX3CR1, un récepteur a la chimiokine fractalkine (CX3CL1) augmente au
cours de la période de formation, maturation et élimination des synapses. Ce récepteur est
exprimé uniqguement par les microglies dans le SNC et est essentiel a la migration des
microglies. La fractalkine a un réle chimio-attractif au cours du développement, permettant
de recruter les microglies au niveau des circuits neuronaux (Paolicelli et al., 2014). La
signalisation CX3CL1/CX3CR1 module aussi I'activité synaptique excitatrice en réduisant
'amplitude des courants EPSC et AMPA (Ragozzino et al., 2006; Piccinin et al., 2010). La
déficience de la signalisation fractalkine altére donc les propriétés des microglies et des
neurones, ce qui génére un manque de réponse au stress chronique au niveau des réseaux
neuronaux ou du comportement. La communication neurogliale via la fractalkine maintient

ainsi les microglies dans un état homéostatique (Milior et al., 2016) et régule leur dynamique.

1.3.1.2.3. Elimination des synapses par les microglies au cours du développement du
SNC

Au cours des deux premieres semaines postnatales chez la souris, un remaniement actif des
synapses a lieu et les microglies ont un réle important dans ce processus (Ransohoff and
Stevens, 2011). Les microglies forment des contacts fréquents (1 fois par heure) et transitoires
(5minutes) avec les épines dendritiques (Wake et al., 2009; Béchade et al., 2013) et la
fréquence de ces contacts est réduite par linhibition de I'activité neuronale avec de la
tétrodotoxine (TTX). Elles passent plus de temps en contact avec les synapses en cas de
lésion du tissu (1 heure). Les épines dendritiques ont plus de chance d’étre éliminées

lorsqu’elles ont été contactées par les prolongements des microglies (Tremblay et al., 2010).
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Les prolongements microgliaux interagissent avec la synapse tripartite et au niveau pré- et

postsynaptique (Kettenmann et al., 2013)

Les microglies phagocytent activement du matériel synaptique, ce qui participe au
phénoméne d’élagage synaptique au cours du développement postnatal dans
’hippocampe. En effet, du matériel présynaptique, SNAP-25 et postsynaptique, PSD-95,
est présent a I'intérieur des microglies. Lorsque le récepteur microglial a la fractalkine,
CX3CR1, n’est pas exprimée dans les microglies, la densité des épines dendritiques des
neurones pyramidaux de la région CA1 augmente, ainsi que la fréquence des mEPSCs et le
marquage de PSD-95. Chez ces animaux KO pour CX3CR1, il y a un déficit passager de
I'élagage synaptique, consécutif a la baisse transitoire de la densité des microglies induite par
la mutation. Des mesures éléctrophysiologiques montrent que la connectivité des réseaux est
immature, en lien avec la quantité considérable de synapses en développement présentes,
créant de la redondance dans les inputs synaptiques. L’hypothése retenue dans ce papier est
que la fractalkine soluble favoriserait la migration ou la prolifération des microglies au cours
du développement, ce qui est vérifié par la densité plus faible de microglies dans la région
CA1 de I'hippocampe observée dans les souris KO. La réduction du nombre de microglies est
corrélée a une augmentation transitoire de la densité des épines dendritiques, ce qui montre
que les microglies sont nécessaires a I'élagage synaptique au cours du développement
postnatal dans I'hippocampe (Paolicelli et al., 2011).

Au cours du développement, les processus de reconnaissance et élimination des cellules en
apoptose sont importants pour maintenir ’lhoméostasie et la protection des tissus en réponse
a une lésion inflammatoire. Un contact entre le neurone en apoptose et la microglie est
nécessaire pour la reconnaissance d’un signal « eat-me » neuronal et pour la phagocytose
subséquente. La phagocytose de neurones apoptotiques implique une interaction entre la

phosphatidylsérine (PS), phospholipide exposé rapidement a la surface de la cellule en
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apoptose, et un récepteur ala PS sur la microglie (Witting et al., 2002). La reconnaissance
de la synapse a éliminer pourrait donc passer par I'exposition membranaire de la PS par le
neurone. Ce phénoméne se produit au niveau des synapses de I'hippocampe et du noyau
géniculé latéral dorsal (ALGN), au cours des périodes d’élagage synaptique médiées par les
microglies. En bloquant I'exposition de la PS avec ’Annexin V, 'élagage des synapses est
fortement réduit et la suppression de la protéine microgliale TREM2 (triggering receptor
expressed on myeloid cells 2) altere aussi ce processus (Scott-Hewitt et al., 2020), qui
s’accompagne d’une augmentation de la neurotransmission excitatrice et d’'un remaniement
de la connectivité neuronale. Le récepteur TREM2 a un réle crucial dans la phagocytose des
synapses surnuméraires par les microglies au cours du développement (Filipello et al., 2018).
Au cours de l'élimination des synapses, les caspase 2 et 3 sont activées et induisent
l'internalisation des AMPARSs, ce qui modifie I'activité synaptique. L’activation des caspases
peut aussi induire I'externalisation de la PS, et la phagocytose subséquente de la synapse

marquée (Faust et al., 2021).

La fractalkine, qui contrdle la fonction des microglies, existe sous forme soluble et ancrée a la
membrane du neurone. La communication neurone-microglie pourrait donc se faire via un
contact cellulaire (Paolicelli et al., 2014; Tay et al., 2017). Les neurones et les microglies
interagiraient par des contacts directs ou des échanges membranaires, ce qui permettrait
une régulation rapide de la neurotransmission. Un mécanisme serait que la fractalkine produite
par les neurones induit, par la liaison sur les récepteurs CX3CR1, la libération microgliale
d’adénosine directement ou d’ATP, rapidement dégradé en adénosine, qui inhiberait en retour
la libération présynaptique de glutamate via les récepteurs a I'adénosine A1 (Miyamoto et al.,
2013; Sierra et al., 2013; Badimon et al., 2020). Les microglies seraient ainsi capables de
moduler rapidement la fonction synaptique, et feraient partie d'un mécanisme de
communication sélective entre les neurones et les microglies. Il existerait des sous-types de
microglies interagissant spécifiguement avec certaines synapses, et qui médieraient leur
élimination. Par exemple, un sous-type de microglies pouvant fixer le GABA contacte
préférentiellement des synapses GABAergiques, et la suppression des récepteurs GABAs
empéche l'interaction entre ces microglies et les synapses inhibitrices, I'élagage synaptique

subséquent et altére la connectivité inhibitrice spécifiquement (Favuzzi et al., 2021).

D’autres types d’interactions entre microglie et synapses ont été montrées dans des cultures
organotypiques hippocampiques en développement, comme la «trogocytose » des
synapses. Cette derniére correspond a une élimination partielle des boutons présynaptiques
ou des axones, consistant en une capture rapide (en quelques minutes) des composants de
la membrane, d’'un diamétre moyen de 250nm, contrairement a la phagocytose qui correspond

a I'élimination de structures plus grosses (>1um) et prend plus d'1 heure (Perry and
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Ravichandran, 2017; Weinhard et al., 2018). La trogocytose pourrait étre considérée comme
un processus de transfert actif de molécules transmembranaires (récepteurs, lipides) ou
intracellulaires (protéines de voie de signalisation, facteurs de transcription) d’'une cellule a

une autre (Joly and Hudrisier, 2003).

Dans le dLGN, il existe un mécanisme par lequel une cytokine exprimée par la microglie,
TWEAK (TNF-associated weak inducer of apoptosis) module la connectivité synaptique au
cours du développement sans phagocytose des synapses. L’expérience sensorielle
favorise I'expression de TWEAK par les microglies. Le récepteur Fnl4 (fibroblast growth
factor-inducible protein, 14 kDa) de la famille des TNF facilite la formation et maintenance de
synapses « bulbeuses » qui renforcent les circuits neuronaux dans le dLGN. Si la cytokine
TWEAK est exprimée par une microglie a proximité de la synapse, elle se lie & Fn14 et bloque
ses effets. TWEAK induit donc une diminution de l'efficacité et de la densité des épines
dendritiques bulbeuses (Cheadle et al.,, 2020). Dans le cervelet, la microglie médie
indirectement I'élimination des fibres grimpantes en régulant I'inhibition GABAergique des
cellules de Purkinje, mais pas par une phagocytose directe (Nakayama et al., 2018; Faust et
al., 2021).
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1.3.1.3. Le systéeme du complément régule les circuits heuronaux

Neurons - Les protéines du complément sont exprimées et
sécrétées localement, par les cellules neuronales et
gliales dans le SNC. La protéine Clq initiatrice de la
signalisation du complément est une protéine sécrétée

composée de trois chaines de collagéne A, B et C, et
Synapse

associée a Clr et Cls. C1q se fixe et recouvre les cellules
apoptotiques, les pathogénes ou les débris, et initie une
cascade de protéases qui dégradent successivement des
composants du complément, induisant le dépét de la
Microglial process protéine C3. Le clivage de C3 produit iC3b, qui recouvre
la membrane de la cellule ou synapse a éliminer pour

favoriser sa reconnaissance par les phagocytes. Cette

Microglial
phagocytosts opsonisation des structures a éliminer est appelée
«tag ». Les microglies sont le seul type cellulaire

exprimant CR3, le récepteur pour C3 (Thion and Garel,

! 2018). In fine, les protéines C3a et C5a formées sont a

Elimination of synapse I'origine de signaux chimiotactiques tandis que la protéine

C3b induit la phagocytose de la cellule ou synapse

marquées. La protéine Clq a été observée au niveau
présynaptique dans le dLGN, ou elle serait sécrétée

La signalisation classique du (Perry and O’Connor, 2008)
complément induit I'élimination des ’ '

synapses par les microglies
(Presumey et al, 2017

Les pentraxines neuronales (NP1 et NP2/NARP) sont sécrétées au niveau des synapses et
interagissent avec Clq, via leur domaine C-terminal (Kovacs et al., 2021). Ces protéines
pourraient donc participer a la localisation et la fonction synaptique de Clg en tant que
récepteur pour C1qg. La suppression des pentraxines ou de C1q entraine des altérations dans

I'organisation du dLGN au cours du développement.

Dans un modéle murin dépourvu de Clq, une exposition présynaptique élevée de PS est
observée, associée a une augmentation de PS phagocytée par les microglies, ainsi que des
altérations dans le raffinement des connexions synaptiques dans le dLGN (Scott-Hewitt et al.,
2020). Une autre protéine se liant a C1qg au niveau de la synapse est la protéine a prion PrpP¢

(Sim et al., 2007). C1q fait ainsi partie d’'un mécanisme d’élagage synaptique médié par
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les microglies et associé a I’expression neuronale de PS au cours du développement
du SNC.

Clq est donc la protéine initiatrice de la cascade classique du complément et C3 est une
protéine centrale dans cette signalisation. Leur expression est élevée dans le cerveau en
développement et elles sont localisées au niveau des synapses immatures et nécessaires
pour I'élagage synaptique dans le dLGN. Les prolongements des microglies sont tres
dynamiques et ils sont associés régulierement aux épines dendritiques en fonction de I'activité
de celles-ci (Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2011). Dans ce systéme, la phagocytose des
synapses dépend de la protéine C3 du complément. De maniere intéressante, la suppression
de I'expression de C1q, C3, C4 ou CR3 induit des conséquences similaires, i.e. une diminution
de I'élimination des synapses et des altérations de la connectivité neuronale qui persistent
chez I'adulte (Schafer et al., 2012). Dans le dLGN en développement, le CR3 microglial et son
ligand C3, colocalisé avec des marqueurs pré- et postsynaptiques constituent un mécanisme
moléculaire clé dans le processus d’élagage synaptique. Les synapses a éliminer seraient
« tagguées » avec la protéine C3 active (iC3b), reconnues par CR3 et phagocytées par
les microglies (Stevens et al., 2007; Schafer et al., 2012).

En aval de cette signalisation, la protéine C1q est colocalisée avec des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe 1 (MHC1) exprimées par les neurones, au niveau des
synapses. Ces molécules du MHC1 pourrait aussi jouer un réle dans I'élagage des synapses
médié par les microglies (Huh et al., 2000; Schafer et al., 2012).

Dans le modéle proposé, les synapses actives et efficaces pour induire des réponses
postsynaptiques peuvent médier I'élimination de synapses environnantes moins actives par
des signaux favorisant leur reconnaissance et élagage par les microglies, comme C1q ou C3b,
et des signaux pour maintenir les synapses actives, comme par exemple des inhibiteurs
endogénes du complément ou d’autres protéines associées aux synapses (Lichtman and
Colman, 2000; Hua and Smith, 2004). Dans le dLGN, la suppression de CD47, une protéine
transmembranaire qui inhibe la phagocytose en se liant a son récepteur microglial SIRPa,
induit un élagage excessif des synapses. Dans ce cas, les microglies ne phagocytent pas
préférentiellement les synapses les moins actives. L’expression de CD47 et SIRPa est accrue
au cours du développement et leur interaction fonctionnelle empéche donc une phagocytose
aberrante des synapses. CD47 est localisée préférentiellement aux synapses actives et
pourrait ainsi protéger certaines populations de synapses d’une élimination par les

microglies (Lehrman et al., 2018).

La protéine SRPX2 (sushi repeat protein X-linked 2) est endogéne et sécrétée par les

neurones. Elle induit une hausse de la densité de synapses glutamatergiques. Cette action
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sur la neurotransmission excitatrice s’explique par la liaison de SRXP2 directement sur C1q,
qui inhibe le systéme du complément et protége les synapses de I'élimination (Cong et al.,
2020). Il existe aussi chez I'humain, mais pas la souris, un anticorps C1gNb75 bloquant la
fixation de C1q sur les immunoglobulines G ou M, empéchant I'activation de la cascade du

complément (Laursen et al., 2020)
1.3.1.4. Role de I’activité neuronale dans I’élimination des synapses

Les microglies régulent I'activité neuronale et la plasticité synaptique (Béchade et al., 2013).
Dans le dLGN en développement, les microglies phagocytent préférentiellement les synapses
moins actives, montrant que ce processus est régulé par I’activité neuronale. La protéine C3
activée (iC3b/C3b) marque sélectivement les synapses peu actives et déclenche une

signalisation avec le CR3 microglial pour éliminer ces synapses (Schafer et al., 2012).

Dans un modele in vivo chez le poisson-zébre, I'activité neuronale favorise le contact des
prolongements microgliaux avec les neurones. Les microglies contactent les neurones les plus
actifs, migrent et enserrent les synapses actives, marquées d’un signal « find-me » libéré
via les canaux pannexin-1 neuronaux, probablement ’ATP, qui agit sur les récepteurs
P2 microgliaux. Ces contacts entre microglie et synapses actives induisent des modifications
du cytosquelette microglial médiées par Rac et une diminution rapide des fréquence et
amplitude des courants calcigues. L’activité neuronale a donc un réle instructif sur la

motilité des microglies (Li et al., 2012).

La communication neurone-microglie est bidirectionnelle : les neurones peuvent réguler
I'activité des microglies et celles-ci peuvent moduler les propriétés synaptiques des neurones.
Au niveau d’'une synapse active, de ’ATP est libéré par le neurone et par les astrocytes
environnants. Les prolongements des microglies sont recrutées au site d’activité. L’'ATP
extracellulaire est hydrolysé en adénaosine (voir Partie 2.) et 'adénosine active les récepteurs
a ladénosine A1, qui inhibent la neurotransmission excitatrice, régulant ainsi I'activité

neuronale locale (Pascual et al., 2012; Badimon et al., 2020; Corsi et al., 2022).

La surproduction de synapses et leur élimination par des mécanismes activité- ou expérience-
dépendant comme illustré précédemment sont des processus cruciaux pour la formation des
circuits neuronaux au cours du développement. Dans I'hippocampe, il a été montré que
I'induction de dépression a long terme peut étre a I'origine du raffinement des connexions
synaptiques et induire un remodelage des épines dendritiques. Dans I'hippocampe, la taille
des synapses est réduite et les compartiments pré- et postsynaptiqgues sont séparés apres
LTD (Bastrikova et al., 2008).
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Dans I’hippocampe adulte, les microglies éliminent des composants synaptiques, et médient
ainsi les processus d’oubli. La signalisation du complément dépendante de C1q ainsi que
I'activité synaptique sont aussi impliquées dans I'élimination des synapses chez I'adulte. Ces
mécanismes correspondent donc a ceux en place dans le cerveau en développement (Wang
et al., 2020).

Dans le cerveau adulte, les contacts des synapses par les microglies ont lieu et peuvent
contribuer a I'élimination des synapses par un mécanisme de « synaptic stripping » qui
consiste en la séparation des terminaisons axonales et du neurone postsynaptique (Trapp et
al., 2007; Kettenmann et al., 2013). Les microglies remodélent aussi la matrice extracellulaire,
via la sécrétion de protéases (cathepsines ou métalloprotéases) et d’activateurs tissulaires
du plasminogéne. L’espace extracellulaire associé aux microglies est modifié, ce qui permet

de moduler la matilité des microglies (Tremblay et al., 2010, 2011).

Chez l'adulte, I'ablation de la microglie ou du BNDF spécifiguement dans la microglie induit
des déficits dans l'apprentissage de taches motrices et réduit la formation des synapses
induite par I'apprentissage de ces taches. Il se pourrait que la fonction principale des microglies
dans le cerveau mature soit la régulation de la formation des épines dendritiques plutét
que I’élimination des synapses préexistantes. Le BDNF serait sécrété au niveau des
prolongements des microglies et pourrait réguler de groupes de connexions synaptigues

impliquées dans une tache d’apprentissage précise (Parkhurst et al., 2013).

Une fois le réseau établi, dans le dLGN, les prolongements des microglies contactent différents
types d’éléments synaptiques comme les épines dendritiques, les axones, les prolongements
des astrocytes périsynaptiqgues et les fentes synaptiques. Les microglies modulent leur
comportement et le mode d’interaction avec les synapses en fonction de I’expérience
sensorielle. En particulier, elles se localisent a proximité des épines dendritigues dynamiques
et transitoires, autour desquelles elles régulent I'espace extracellulaire périsynaptique et la
phagocytose des éléments synaptiques. La phagocytose observée dans cette étude implique
une endocytose des éléments synaptiques médiée par la clathrine et montre qu'un role
expérience-dépendant des microglies dans le raffinement des connexions neuronales est

présent dans des réseaux matures (Tremblay et al., 2010).
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Mécanismes de

phagocytose

) Protéines _
régulation des synapses o Temporalité Durée
_ impliquées
glutamatergiques
CX3CR1/Fractalkine
Clq, C3/CR3 ) i
Phagocytose Réseau en développement | 1-2 heure
Clg+PS
MHC1, C1q
Protection contre la SRPX2
Réseau en développement -
phagocytose CD47/SIRPa
] i Quelques
Trogocytose PS ? Réseau en développement )
minutes
. Clq
Phagocytose et réle de _ )
o Clathrine Réseau mature 1-2 heure
I'expérience
(endocytose)
Indépendant de la
TWEAK Réseau mature -

« Stripping » synaptique

Cathepsines ou
métalloprotéases

Réseau mature

Tableau récapitulatif des mécanismes de régulation des synapses par les microglies au cours du

développement ou chez I'adulte

Il est important de noter qu’il y a des différences entre les cellules gliales chez les males

et les femelles. Les densités de microglie sont différentes : tandis que les rats males ont plus

de microglies que les femelles dans les régions CA2, CA3 et DG de I'hippocampe a P4, les

femelles ont plus de microglies que les males a P30 ou P60 (Schwarz et al., 2012). Chez des

souris C57BI6/J adultes ou agées, les femelles ont 25-40% fois plus d’astrocytes et de

microglies dans le DG et CA1 de I'hippocampe que les males (Mouton et al., 2002). Les

réponses au stress varient aussi, en lien avec les régulations hormonales différentes chez les

femelles ou les méles (Tay et al., 2017).
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1.3.1.5. Les astrocytes maintiennent I’lhoméostasie des réseaux neuronaux dans le
SNC

Les synapses sont contactées par des prolongements astrocytaires, qui forment avec les
compartiments pré- et postsynaptiques une synapse tripartite (Araque et al., 1999; Perea et
al., 2009).

presynaptic terminal

synaptogenesis

syaptic maturation

synaptic isolation

synaptic maintenance
neurotransmitter homeostasis
ion homeostasis

volume homeostasis

astroglial |
perisynaptic |
sheath

/’\

" microglial

\ process

synaptic extinction (?)

postsynaptic neuron

Les multiples fonctions des astrocytes a la synapse (Verkhratsky and Nedergaard, 2014)
1.3.1.5.1. Les astrocytes modulent I’activité des synapses et leur formation

Les astrocytes jouent un role actif etimportant dans la régulation de la transmission synaptique
(Panatier et al., 2011; Papouin et al., 2017). lls peuvent capter I'activité synaptique par des
récepteurs au glutamate et modifier les concentrations de calcium intracellulaire afin de libérer
des gliotransmetteurs comme du glutamate, du GABA, de la D-serine ou de I’ATP,
molécules qui modulent la transmission synaptique et I'activité neuronale (Chen, 2005; Araque
et al.,, 2014; Murphy-Royal et al., 2017). Les astrocytes régulent aussi la formation des
synapses glutamatergiques, par contact direct ou via la libération de facteurs solubles (Ullian
et al., 2001). Par exemple, le cholestérol, synthétisé par les astrocytes, amplifie la fonction
présynaptique du neurone. La sécrétion de thrombospondines par les astrocytes participe
aussi a la synaptogenése (Christopherson et al., 2005; Mazur et al., 2021) ainsi que I'hévine
qui modulent les AMPARs aux synapses (Kucukdereli et al., 2011). D’autres facteurs dérivés
des astrocytes régulent la localisation des AMPARSs aux terminaisons postsynaptiques,
comme les sulfates d'héparane Gpc4 et 6 (proteoglycans glypican 4 and 6) qui favorisent le
recrutement des AMPARSs riches en GIUAL aux sites synaptiques naissants, facilitant ainsi le
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recrutement des protéines de la PSD, et la fonction de la synapse (Kamimura and Maeda,
2021). La libération de TNF-a par les astrocytes accroit les niveaux dAMPARSs aux synapses
(Pickering et al., 2005). Les astrocytes en contact avec les synapses excitatrices ou
inhibitrices peuvent moduler la synaptogenése via des y-protocadhérines, complexes

d’adhésion cellulaire, exprimées par les astrocytes et les neurones (Garrett and Weiner, 2009).

Les astrocytes sont la source principale d’ATP. L'ATP libéré par les astrocytes peut aussi
étre hydrolysé en adénosine et agir sur les récepteurs Al présynaptiques (réduisant la
neurotransmission excitatrice), coordonnant les réseaux neuronaux (Pascual et al., 2005) (voir

partie 2.).

Un modele de communication bidirectionnelle entre les synapses et les astrocytes
périsynaptique est décrit dans I'hippocampe, et implique les éphrines et leurs récepteurs.
Les EphRs sont des récepteurs a tyrosine kinase associés a la membrane. Les éphrines sont
impliquées dans de nombreux processus comme I'embryogenése, la croissance et le guidage
axonaux, mais aussi des modifications structurelles et moléculaires des synapses excitatrices
et des cellules gliales voisines. Les éphrines et leurs récepteurs sont localisés au niveau des
terminaisons synaptiques dans les neurones de I'hippocampe et du cortex, et aussi dans les
prolongements astrocytaires périsynaptiques. Au niveau de la synapse, EphA4 active
I'expression d’éphrine-A3 par les astrocytes périsynaptiques, ce qui inhibe la recapture de
glutamate par les astrocytes et facilite la neurotransmission excitatrice. Cette signalisation
module aussi I'expression de la sous-unité GluAl des AMPARs (Murai and Pasquale, 2011).

1.3.1.5.2. Les astrocytes participent a I’élimination des synapses

Les microglies sont associées aux neurones et aux astrocytes (Jinno et al., 2007; Trapp et al.,
2007; Kettenmann et al., 2013). De maniére intéressante, les astrocytes sont la source
principale de CSF-1, chimiokine essentielle pour la prolifération des microglies (Théry et al.,
1992). Les astrocytes et la microglie interagissent avec les neurones apoptotiques de maniére
synchrone et organisée. Les prolongements astrocytaires phagocytent rapidement des
petits corps dendritiques apoptotiques diffus tandis que les microglies migrent et entourent le
soma et les dendrites apicales. Ces différences de comportements phagocytaires sont
malléables et contrblées par le récepteur a tyrosine kinase Mertk (Damisah et al., 2020). Un
astrocyte humain peut contacter jusqu’a 2 millions de synapses (Allen and Eroglu, 2017).
Au cours du développement, la taille du domaine astrocytaire augmente ainsi que le nombre
de synapses contactées, ce qui suggére un réle essentiel des astrocytes dans la régulation de
la formation ou élimination des synapses (Morel et al., 2014; Gavrilov et al., 2018). La fenétre

temporelle dans laquelle les synapses sont éliminées au cours du développement est
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contrlée par les astrocytes immatures, qui créent un environnement permissif pour les
mécanismes activité-dépendants qui régulent les synapses a maintenir ou éliminer (Schafer
et al., 2012).

Les astrocytes sécretent IL-33, une cytokine impliquée dans le maintien de ’homéostasie
du SNC en développement. IL-33 facilite la phagocytose des synapses par les microglies
(Vainchtein et al., 2018).

L’activation des microglies par des LPS, des lipides complexes qui induisent une réponse
inflammatoire, favorise la production d’ATP microglial, qui permet le recrutement des
astrocytes, I'activation des P2Y1Rs astrocytaires. Les astrocytes libérent a leur tour de
I'ATP, recrutant ainsi d’autres astrocytes produisant de 'ATP et du glutamate. Le glutamate
libéré par les astrocytes active les récepteurs métabotropiques neuronaux, notamment
MGIURS5, ce qui facilite la neurotransmission excitatrice. La description de ce mécanisme met
en avant une coopération entre les microglies et les astrocytes pour moduler l'activité

neuronale (Pascual et al., 2012).

Les astrocytes médient aussi directement I'élimination des synapses excitatrices et inhibitrices
dans le SNC en développement par des mécanismes activité-dépendants, impliquant les voies
de signalisation phagocytaires MEGF10 et MERTK. MEG10 et MERTK reconnaissent les
signaux « eat-me » comme la phosphatidylsérine présente a la surface des cellules ou débris
a éliminer (Chung et al., 2013). L’élagage des synapses au cours du développement peut donc
dépendre de l'activité phagocytaire des astrocytes, qui régule de nombreuses voies chez
'adulte (Lee et al., 2021).

Les astrocytes et microglies médient donc les processus d’élimination des synapses au cours

du développement, et peuvent modifier la structure et I'activité des synapses.
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1.3.2. Des altérations dans I’élimination des synapses a l’origine de nombreuses

pathologies

L’élimination contrdlée des synapses au cours du développement est un processus crucial

dans la mise en place et ’homéostasie des réseaux neuronaux (Filipello et al., 2018).

Des dysfonctions de la microglie affectent le développement du cerveau. La suppression
des microglies dans le SNC ou la délétion du BNDF produit par les microglies induisent des
déficits cognitifs (Tay et al., 2017). La perte de la signalisation fractalkine dans les modéles
knock-out CX3CR1 provoque une hyperconnectivité excitatrice transitoire, suivie d’'une baisse
de la connectivité fonctionnelle chez I'adulte. Une élimination insuffisante des synapses au
cours de la fenétre temporelle de développement empéche donc le renforcement correct des
connexions synaptiques (Zhan et al., 2014). Supprimer I'expression de TREM2 dans les
microglies induit des défauts d’élagage synaptique, et une hypoconnectivité des circuits
neuronaux, qui peut étre a I'origine de maladies neurodéveloppementales comme les troubles
du spectre autistique (TSA) (Filipello et al., 2018). Dans ces troubles neurodéveloppementaux,
la formation, la fonction et le remodelage des synapses sont altérés. Des mutations de facteurs
astrocytaires régulant la synaptogenése ont été trouvées dans des TSA. Les interactions entre
les prolongements astrocytaires et les synapses sont donc perturbées dans les troubles

neurodéveloppementaux (Allen and Eroglu, 2017).

Des altérations du systeme du complément, qui est impliqué dans I'élagage synaptique,
ont été associées a la schizophrénie (Druart and Le Magueresse, 2019). La surexpression de
la protéine C4 dans le cortex préfrontal en développement induit une hypoconnectivité des
réseaux neuronaux liée aux perturbations de la croissance des épines dendritiques et a une
élimination accrue de synapses par les microglies. Ces altérations affectent les
comportements sociaux des jeunes et adultes, et peuvent étre corrélés a la schizophrénie
(Comer et al., 2020). A l'inverse, dans un modeéle de knock-out de C1q, la densité accrue des
terminaisons axonales dans la couche V des neurones pyramidaux du cortex est associée a
une connectivité synaptique excitatrice anormale, et des crises d’épilepsie (Chu et al., 2010).
Des défauts dans l'élimination des synapses au cours du développement induisent des

densités élevées de synapses et des altérations des circuits neuronaux « hyperconnectés ».

Une expression accrue du complément a aussi été décrite dans des contextes de
neurodégénération. La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme la plus répandue des démences,
et affecte plus de 40 millions de personnes dans le monde. Dans I'hippocampe, en post-
mortem, les signes moléculaires pathologiques de la MA sont 'accumulation de dépbts
extracellulaires de peptides amyloides-B (AB), et 'accumulation intraneuronale de protéines

tau anormalement hyperphosphorylées dans des enchevétrements neurofibrillaires. Les
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dépots de AR se lient a C1q et C3b/iC3b et activent les voies du complément (Druart and Le
Magueresse, 2019). Dans un modéle de glaucome, une dégénérescence des cellules
ganglionnaires de la rétine, C1q est surexprimée et I'élagage synaptique accru (Stevens et al.,
2007). Dans un modele de tauopathie, des protéines des PSDs ainsi que du cytosquelette
d’actine sont dérégulées, ce qui induit une perte des épines dendritiques. La protéine C1q est
accumulée au niveau des PSDs, et ce phénotype est associé a une élimination accrue des
synapses par les microglies. Un anticorps bloquant C1q réduit cette phagocytose excessive
et restaure ainsi le nombre de synapses, ce qui a un effet neuroprotecteur et représente un
potentiel thérapeutique intéressant pour le traitement de ce trouble de neurodégénérescence
(Dejanovic et al., 2018). Ces phénoménes d’élimination excessive de synapses dus a
'expression accrue de C1q en dehors de la période de développement sont pathologiques et
appuient donc I'hypothése d’un retour a un état « immature » du réseau qui perturberait son

fonctionnement normal.
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2. Signalisations purinergique et adénosinergique dans la
communication intercellulaire, le développement des circuits
neuronaux et la maturation des synapses

La structure des purines a été décrite par Emil Fischer, qui obtint le prix Nobel de Chimie en
1902 (Fischer, 1902). La structure chimique d’'une purine consiste en un cycle pyrimidine
associé a un cycle imidazole. Ces composés organiques azotés hétérocycliques sont des
molécules fondamentales en biologie car elles sont a I'origine de bases azotées composant
'’ADN, l'adénine et la guanine (Abbracchio et al., 2009). D’autres purines essentielles au
fonctionnement physiologique du vivant sont l'adénosine, comprenant une molécule
d’adénine liée a un ribose, ’'adénosine triphosphate (ATP), utilisé comme source d’énergie
cellulaire, ’'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), qui a un réle clé dans la régulation
des voies de signalisation intracellulaires, mais aussi la caféine, qui appartient a la famille des
méthylxanthines. Les méthylxanthines sont les composés actifs des xanthines, des molécules
naturelles appartenant a la famille des purines, produites par les plantes et les animaux. Les
effets psychoactifs médiés par la consommation de cacao, de café ou de thé résultent du

blocage des récepteurs a I'adénosine par les méthylxanthines (Franco et al., 2013).
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Structures chimiques de purines importantes

Ces purines régulent de nombreuses fonctions dans I'organisme et elles ont particuli€rement
été étudiées dans le SNC ou elles ont des r6les tres variés au cours du développement, mais
aussi chez I'adulte et dans le vieillissement physiologique ou pathologique. Ces processus

physiologiques dans le SNC sont régulés par les multiples ligands des voies purinergiques et
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I'activation des récepteurs correspondants, et aussi l'activité d’enzymes et transporteurs a

I'origine de la production ou le recyclage des purines.
2.1. Signalisation purinergique au niveau cellulaire et moléculaire
2.1.1. Sources d’ATP et d’adénosine : métabolisme et transport des purines

La disponibilité des purines dans le milieu extracellulaire est déterminée par I'équilibre entre
la production et libération de ces purines, et leur élimination par hydrolyse enzymatique et
recapture.

Quelles sont les sources d’ATP dans le SNC ?

L’ATP dans le milieu extracellulaire peut étre libéré par les astrocytes ou par les neurones
(Boué-Grabot and Pankratov, 2017). Les astrocytes ont cependant été identifiés comme
source principale d’ATP dans le SNC (Pascual et al., 2005). L’ATP extracellulaire est présent
a de faibles concentrations (10nM) car il est rapidement hydrolysé en ADP puis en AMP via
les ecto-ATPases CD39 (ENTDP1) ou utilisé par les cellules du SNC (Sperlagh and Vizi,
1996). D’autres protéines comme les NCAM (neural cell adhesion molecules) ont une activité
d’ecto-ATPase (Dzhandzhugazyan and Bock, 1993). L’ATP est essentiel pour de hombreux
processus cellulaires. La pompe Na+/K+ ATPase, qui maintient le potentiel de membrane au

repos, consomme environ 60% de 'ATP.

L’ATP peut étre stocké dans des vésicules synaptiques. Il peut étre (i) libéré par exocytose
par des cellules gliales, via un mécanisme VNUT (vesicular nucleotide transporter)-
dépendant par les microglies, ou calcium-dépendant par les astrocytes, en tant que
gliotransmetteur (Coco et al., 2003; Zhang et al., 2007; Dou et al., 2012; Imura et al., 2013;
Xiong et al., 2018) ou par les neurones en tant que co-neurotransmetteur, agissant sur ses
récepteurs purinergiques cibles (Zimmermann, 1994; Sperlagh and Vizi, 1996; Sawada et al.,
2008; Lovatt et al., 2012) ; (ii) possiblement relargué via exocytose lysosomale au niveau
des neurones (entrée d’ATP par VNUT puis transport I’ATP dans les vésicules lysosomales
vers les neurites) (Jung et al., 2013) ou (iii) via des hémicanaux astrocytaires : les
hémicanaux hippocampiques connexines 43 (Cx43) modulent la transmission synaptique
basale en libérant de d’ATP. Les jonctions GAP composées des Cx43 sont donc une voie de
libération physiologique d’ATP par les astrocytes. D’autres hémicanaux, les pannexine-1
(Panx1) médie la libération d’ATP (Chever et al., 2014), mais aussi les récepteurs P2X7
(Leybaert and Sanderson, 2012; Lopatar et al., 2015; Boué-Grabot and Pankratov, 2017).

L’ATP intracellulaire est recapturé et stocké dans des vésicules synaptiques au niveau des
terminaisons axonales ou dans les astrocytes (Abbracchio et al., 2009), ou sa libération est

calcium-dépendante, suite a une stimulation neuronale. La concentration intracellulaire d’ATP
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(de l'ordre de 3-10mM) est 50 fois plus importante que celle de 'adénosine monophosphate
(AMP), une faible variation d’ATP peut donc induire une forte augmentation des taux d’AMP
intracellulaires. La formation d’adénosine a partir du pool cytoplasmique d’ATP est donc un

signal important de stress ou augmentation du métabolisme cellulaire (Cunha, 2001b).
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Formation et utilisation de 'ATP dans le compartiment intracellulaire présynaptique. La libération
d’ATP dans I'espace extracellulaire médie de nombreuses signalisations activité-dépendantes.
(Sperlagh and Vizi, 1996)

Quelles sont les sources d’adénosine dans le SNC ?

L'adénosine est un nucléoside purinergique, composé d’'une base purique, 'adénine, et d’'un
ribose, et cette purine est produite par les neurones et les cellules gliales. Elle est
principalement issue de I'hydrolyse de I'ATP dans le milieu extracellulaire par des
ectonucléotidases et sa concentration extracellulaire dépend également de transporteurs
équilibratifs permettant la libération d’adénosine produite dans le milieu intracellulaire
(Cellai et al., 2018). L’adénosine extracellulaire est centrale dans la régulation de nombreuses
fonctions cérébrales, que nous décrirons plus loin. L’augmentation locale de la concentration
extracellulaire en adénosine refléte la rupture des stocks d’ATP intracellulaires, liée a I'état
énergétique des neurones et une forte demande métabolique. L’adénosine régule donc
I’'homéostasie neuronale en faisant le lien entre le métabolisme énergétique des neurones et

avec leur excitabilité.

La 5’-ectonucléotidase CD73 (géne NT5E) est la seule enzyme capable de déphosphoryler
'AMP extracellulaire en adénosine dans le cerveau mammifére. Elle est exprimée dans tous
les tissus (Zimmermann et al., 2012) et est inhibée par IAMPCP (5-[a,B-
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methylene]diphosphate), qui diminue en partie les taux d’adénosine libérée dans des tranches
de cortex et des synaptosomes. En fait, une partie de 'adénosine extracellulaire est issue de
I’hydrolyse de PATP/ADP via CD39 puis de 'IAMP par CD73, et l'autre est libérée per se
(Klyuch et al., 2012). Dans [I'hippocampe, l'adénosine est libérée par les neurones
présynaptiques (MacDonald and White, 1985; Smith, 1991; Smith and Lu, 1991; Dale, 2021)
et l'activation des NMDARs par le glutamate peut générer une inhibition de la transmission

glutamatergique par la libération d’adénosine issue des interneurones (Manzoni et al., 1994).

L’AMPCP réduit aussi la libération spontanée d’adénosine, qui est de son coté facilitée par la
présence d’ouabaine ou de glutamate (Barberis et al.,, 1984). Les 5-ectonucléotidases
(comme CD73) sontinhibées par la présence d’ATP et d’ADP, ce qui fait que 'activité de CD73
est plus lente que les ecto-ATPases ou ecto-ADPases (CD39). Ce phénomeéne d’inhibition
transitoire des CD73 explique le retard de I'apparition de I'adénosine extracellulaire
suite a une libération d’ATP (Zimmermann, 1994; Cunha, 2001c). Une fois dans I'espace
extracellulaire, des conversions enzymatiques ont lieu via les activités couplées des
ectonucléotidases CD39/CD73 qui convertissent séquentiellement ATP/ADP en AMP et TAMP
en adénosine. La déphosphorylation de I’ATP par I’ectonucléoside triphosphate
diphosphohydrolase CD39, puis par la 5’-ectonucléotidase CD73 est le mécanisme
principal de production d’adénosine extracellulaire (Zimmermann et al., 1998, 2012;
Zimmermann, 2000). L’AMPc intracellulaire ou libéré dans I'espace extracellulaire peut aussi
étre converti en 5’-AMP, par une ecto-phosphodiestérase, puis en adénosine via CD73. Cette
source d’adénosine peut participer aux changements lents de la concentration extracellulaire

d’adénosine.

Dans le milieu extracellulaire, I'adénosine a un temps de demi-vie de 10 secondes et sa
concentration est limitée par plusieurs mécanismes. L’adénosine peut étre métabolisée en
inosine via des adénosine déaminases (ADA) extracellulaires et peut aussi entrer dans les
cellules via des transporteurs équilibratifs bidirectionnels aux nucléosides, ENT1 et ENT2.
L’adénosine peut aussi étre phosphorylée en AMP par I’adénosine kinase (ADK). Ce
mécanisme est privilégié dans des conditions ou les concentrations d’adénosine sont faibles.
L’ADK agit en amont pour réguler le niveau basal d’adénosine extracellulaire et I'excitabilité
neuronale (Diogenes et al., 2014). L’ADK astrocytaire régule fortement les niveaux
d’adénosine extracellulaire (Boison et al., 2010). Cette enzyme régule linhibition de la
transmission et de la plasticité synaptique dépendantes des récepteurs a 'adénosine A:Rs,
mais aussi la stimulation de la production de BDNF médiée par le AaR. L’ADA est une
protéine de 36 kDa, souvent présente sous forme de dimere, exprimée dans le cerveau, elle
est principalement cytosolique mais est aussi fortement exprimée a la membrane des

neurones ou elle interagit avec les récepteurs a I'adénosine A1, A2A et A2B. La distribution
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de I'expression d’ADA dans les tissus corréle avec des sites de recapture de I'adénosine ce
gui est consistant avec la nécessité de I'absorption de 'adénosine avant sa déamination (Nagy
et al., 1985; Borea et al., 2016).

Les transporteurs bidirectionnels équilibratifs font entrer ou sortir 'adénosine de la cellule,
ils transportent les nucléosides (purines et pyrimidines) dans les compartiments intra- ou
extracellulaires en fonction de leurs gradients et indépendamment des gradients sodiques.
Des transporteurs concentratifs de nucléosides existent aussi, ils fonctionnent par un flux
unidirectionnel de I'espace extracellulaire vers le cytosol et nécessite un ou deux ions sodium
pour fonctionner contre les gradients de concentration des purines. Ces transporteurs CNT 2
ou 3, méme s’ils sont enrichis dans le cerveau et dans les cellules immunitaires, sont
minoritaires dans le SNC par rapport aux transporteurs équilibratifs ENT1 et 2 principalement.
La perméabilité des ENTs aux nucléosides est possible via la reconnaissance de leur pentose.
Les ENTs ont un r6le majeur dans le maintien de ’homéostasie cellulaire des nucléosides et
ils contribuent plus spécifiquement a la régulation de multiples fonctions métaboliques et
cascades de signalisation médiées par les concentrations intra et extra-cellulaires en
adénosine. Ces mécanismes contribuent au maintien d'un tonus adénosinergique
extracellulaire (Young et al., 2008; Boswell-Casteel and Hays, 2017). 40% de I'adénosine

libérée en réponse a I'activité provient de son transport par les ENTs (Wall and Dale, 2013).

Au niveau intracellulaire, les concentrations d’adénosine sont de 'ordre de 50-250nM dans
le SNC. Dans ce compartiment, 'adénosine est produite a partir de 'hydrolyse de PAMP par
la 5’-ectonucléotidase CD73 ou de I'hydrolyse de la S-adénosyl-homocystéine (SAH) par
la SAH hydroxylase. La production intracellulaire d’adénosine a partir de SAH est faible, mais
nécessaire pour des processus épigénétiques régulés par I'adénosine a partir du précurseur
de SAH, la S-adénosylméthionine, qui est le principal donneur de méthyl. Il est donc impliqué
dans la méthylation de I’ADN, qui favorise la répression de certains génes. Au cours de phases
métaboliques intenses, c’est la production d’adénosine par des 5’-nucléotidases spécifiques
de 'AMP qui prévaut (Fredholm et al., 2005; Latini and Pedata, 2008).
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Régulation de la production de I'adénosine et de ses concentrations intra- et extracellulaires par
différentes enzymes et transporteurs spécifiques (Cellai et al., 2018)

2.1.2. Récepteurs a ’ATP et a ’adénosine

Initialement, deux groupes de récepteurs purinergiques ont été décrits en 1976 par
Geoffrey Burnstock : les récepteurs P1, liant 'adénosine, sont sélectivement bloqués par
les méthlyxanthines, et les récepteurs P2, des récepteurs a ’ATP et ’ADP, ne sont pas

antagonisés par les méthylxanthines (Fredholm et al., 1994).

Au sein des P2R, on trouve des récepteurs ionotropiques, de type P2X, qui sont des triméres
perméables au sodium et calcium et dont il existe 7 sous-types, et des récepteurs
métabotropiques couplés aux protéines G (RCPG), la famille des P2Y composée de 8 sous-
types (Burnstock, 2007). La famille de récepteurs P2X et P2Y est exprimée dans le cerveau
ou elle est impliquée dans une vaste gamme de fonctions, allant de la transmission synaptique
a la plasticité a long terme, mais aussi des modifications trophiques et des interactions
neurogliales permettant un contréle du développement du tissu et de Ila
neuroimmunomodulation. Les récepteurs P2 sont donc plus sensibles a 'ATP et a 'ADP qu’a
'adénosine. lls sont activés par des concentrations d’ATP de l'ordre de 1-100uM
(Zimmermann, 1994; Sperlagh et al., 2007).

Les récepteurs a I'adénosine sont des RCPGs, ils modulent l'activité des adénylates

cyclases (ACs), modifiant les niveaux d’AMPc (Calker et al., 1979). Quatre sous-types de

61



récepteurs a 'adénosine ont été décrits, certains pour lesquels la fixation de 'adénosine inhibe
la production d’AMPc, et d’autres qui favorisent son accumulation intracellulaire (Fredholm et
al., 1994). Ces récepteurs, Al, A2A, A2B et A3, partagent une forte homologie de structure et
forment tous 7 boucles transmembranaires (caractéristiques des RCPGs), avec une partie N-
terminale extracellulaire et une partie C-terminale intracellulaire (Maenhaut et al., 1990;
Jacobson and Gao, 2006). De maniére générale, les récepteurs Al (A1R) et A3 (AsR) activent
respectivement des protéines Gi/o et Gi/q qui inhibent les adénylates cyclases, tandis que les
récepteurs A2A (A2aR) et A2B (AzsR) activent les adénylates cyclases par des protéines
Gs/Golf et Gs/Gq respectivement (Calker et al., 1979; Fredholm et al., 2005; Jacobson and
Gao, 2006). La production d’AMPc résultante favorise la neurotransmission glutamatergique
en activant des voies de signalisation intracellulaires. Les sous-types de récepteurs Al et A2A
sont les plus abondants dans le cerveau de Mammiferes (Dunwiddie and Masino, 2001).

Neuromodulateur Adénosine ‘ Adénosine ‘

3

Recepteurs a
l'adénosine et
protéines G

AR
AsR

AR

Adenylate
cyclase

ey

Protéine
effectrice

Seconds messagers cAMP

Protein
kinase A

Effecteurs

Voies de signalisation canoniques des récepteurs a I'adénosine couplés aux protéines G

activatrices ou inhibitrices des ACs

Les AiRs sont exprimés de maniere ubiquitaire dans le SNC, dans les neurones
principalement mais aussi dans les astrocytes, les microglies et les oligodendrocytes (Fastbom
et al., 1987; Fredholm et al., 2005). C’est le sous-type le plus abondant des récepteurs a
I’'adénosine dans une majorité de tissus du cerveau, en particulier I'hippocampe. Les
récepteurs Al ont une forte affinité pour I'adénosine (1-30nM) et participent a la régulation
de la neurotransmission excitatrice aux niveaux pré- et postsynaptiques. L’activation des AiRs

inhibe l'activité des ACs et favorise 'activité de la phospholipase C (PLC) ce qui inhibe I'activité
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neuronale in fine. lls régulent des canaux K+ et Ca2+ (Jacobson and Gao, 2006). Dans des
conditions basales, les niveaux relativement faibles d’adénosine extracellulaire activent
préférentiellement les AiRs, qui ont une plus forte affinité pour 'adénosine par rapport aux
AzaRs. (Ribeiro et al., 2002)

Structure moléculaire du récepteur Al (Olah and Stiles, 2000a)

Le récepteur A2A est particulierement intéressant par son réle dans la plasticité synaptique
aux synapses glutamatergiques, mais aussi par sa régulation des fonctions gliales et
métaboliques dans le cerveau (Cunha et al., 2008). Le A2aR est codé par le géne Adora2a, et
cette protéine est composée de 410 acides aminés chez 'homme et 409 chez la souris. Son
affinité pour I’adénosine est élevée, de I'ordre de 30nM. Le A2xR est couplé a des protéines
Gslolf et lorsqu’il est activé, par des ligands au niveau de la boucle transmembranaire 7, il
induit la stimulation des ACs et de la voie AMPc/PKA, permettant la phosphorylation de
multiples substrats de la PKA, comme DARPP-32, CREB ou les AMPARs. Cela induit
'augmentation de I'expression de différents génes. L’activation sélective d’'une protéine Gs est
possible par son couplage avec les A2aRs au niveau de la troisiéeme boucle intracellulaire du
RCPG (Olah, 1997; Doré et al., 2011). L’activation des A-aR amplifie donc I'activité des
ACs (Jacobson and Gao, 2006) et le CGS-21680 est un agoniste spécifique du A;aR dans
I'hippocampe (Cunha et al., 1996). L’activation des A2aRs présynaptiques favorise le relargage

de neurotransmetteur.

Les récepteurs A2A sont exprimés dans des zones restreintes chez I'adulte : principalement
dans le striatum, au niveau des neurones épineux moyens striatopallidaux, et aussi
dans le bulbe olfactif, mais leur expression est aussi détectée (20 fois moins que dans le
striatum) dans I’hippocampe, le cervelet et le cortex (Cunha et al., 1996; Rosin et al., 1998;
Lopes et al., 2004).
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Les RCPGs ne sont pas des unités fonctionnelles simples, mais ils composent plutét des
assemblages supramoléculaires, constitués d’homomeéres ou d’hétéroméres de RCPGs
(Ciruela et al., 2006; Ferré and Ciruela, 2019). Les AzaRs sont en effet présents sous forme
d’homodimeres, qui est leur forme active et constitue 90% des récepteurs AzaR a la surface.
Cette interaction ne se fait pas via la partie C-ter du RCPG (Canals et al., 2003a). Les A2aRs
peuvent aussi s’hétérodimériser avec d’autres RCPGs comme les récepteurs Al, A2B,
mais aussi les récepteurs a la dopamine D2 (D:R), aux endocannabinoides CB1, le
récepteur a tyrosine kinase B (TrkB) et le récepteur métabotropique au glutamate
MGIuURS5, ainsi que des enzymes comme ADA ou CD73. Ce type d’association protéique
génére de nouvelles caractéristiques biochimiques en modulant les propriétés de liaison,
couplage aux protéines G ou dynamique du récepteur (Ferré et al., 2007; Borroto-Escuela et
al., 2018).

e En présence d’hétérodimeres A1R-A2aR, I'activation des AzaR réduit I'affinité des AiR

pour leurs agonistes (Ciruela et al., 2006; Borroto-Escuela et al., 2018)

o Les récepteurs A2A et A2B sont couplés a des protéines Gs/Golf. L’expression du
AzaR dans des modeéles de cellules hétérologues favorise I'expression du AzR a la
surface. Les AR et les AzsR s’hétérodimérisent et dans ces conditions il semble que
la capacité du AR a lier ses agonistes est réduite. Cependant dans le SNC
I'expression du AzsR est trés faible, mais ils pourraient jouer un réle en hétérodimére
avec AxxR dans des contextes de neuroinflammation (Moriyama and Sitkovsky, 2010;
Popoli and Pepponi, 2012; Hinz et al., 2018).

e L’activation des mGIuR5 potentialise la neurotransmission médiée pas les NMDARs
via la phosphorylation des sous-unités NR2B des NMDARs. Cet effet est bloqué en
'absence du AxR (modéle KO). Les AzaR et mGIuR5 sont colocalisés aux synapses
dans I'hippocampe, et ils agissent en synergie. Les AzaRs interagissent avec les
MGIURS5 et auraient donc un rdle permissif pour la potentiation des NMDARs
médiée par le récepteur mGIuRS5. Cet effet est trés intéressant car il est impliqué dans
les processus de LTP ou LTD dans I'hippocampe. (Tebano et al., 2005; Sarantis et al.,
2015; Krania et al., 2018; Temido-Ferreira et al., 2020).

e L'interaction fonctionnelle entre le A2aR et le D;R a été montrée dans le striatum, ou
I’activation du A2AR réduit I’affinité des D>Rs pour leurs agonistes. La stimulation
des D2Rs inhibe I'accumulation d’AMPc induite par I'activation des A2aR (couplés a
une protéine Gs/olf) et les D2Rs sont aussi capables de désensibiliser les A2aRs. Ces
interactions modulent I'excitabilité neuronale et la libération de neurotransmetteurs via

la voie Gg/11-PLC, mais aussi la phosphorylation de protéines et la régulation de
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I'expression de génes par une signalisation médiée par les ACs (Canals et al., 2003b;
Ferré et al., 2008, 2010).

Les CB1Rs sont des RCPGs présents dans le striatum ont un role dépresseur dans
les processus de mouvements. Les AxaRs forment des hétérocomplexes avec les
CB1R et l'activation des A;sRs bloque les effets médiés par les CB1Rs. Les
CB1Rs sont aussi exprimés dans 'hippocampe ou ils peuvent réduire la libération des
neurotransmetteurs aux synapses glutamatergiques ou GABAergiques. lls sont alors
activés par des endocannabinoides libérés en postsynaptique (Wang, 2003; Carriba et
al., 2007; Kano et al.,, 2009; Schmitz et al., 2016). Le blocage des CB1Rs inhibe
d’ailleurs la potentialisation de la transmission excitatrice induite par la co-activation
des mGIURS5 et des NMDARs (Kouvaros and Papatheodoropoulos, 2016).

L’interaction entre les récepteurs A2A et TrkB (Tropomyosin related kinase B) a été
montrée dans I'hippocampe. La formation d’hétérocomplexes A2AR-TrkBR pourrait
favoriser la plasticité synaptique facilitée par la signalisation liant A2aR et le BDNF, bien
décrite dans I'hippocampe (Di Palma et al., 2020).

GPR37 est un RCPG orphelin exprimé dans le SNC, associé a la maladie de
Parkinson, mais dont la fonction n’est pas encore clairement décrite. |l est exprimé
dans I'hippocampe, au niveau des axones et dendrites et son interaction fonctionnelle
avec les AzaRs consisterait en un changement de la sensibilité des AzaRs a leurs
ligands. Dans le striatum, l'interaction directe entre A2aR et GPR37 a été montrée et
'absence de GPR37 favorise I'expression des AxaRs ainsi que les effets de leur
agoniste CGS21680, i.e. 'accumulation d’AMPc aux terminaisons présynaptiques. Le
GPR37 pourrait aussi intervenir dans linteraction A;aR-D2R (Lopes et al., 2015;
Morato et al., 2017).

L’interaction A2aR-ADA modifie la structure et la fonction des AzaR car 'ADA agit
comme un ligand allostérique des A;aRs. Le catabolisme de I'adénosine est un
processus important pour réguler la biodisponibilité de I'adénosine extracellulaire au
niveau de ces récepteurs. L’ADA diminue les quantités d’adénosine, et son interaction

avec AxaR favorise la signalisation MAPK liée a I'activation du A2aR (Gracia et al., 2011)

Dans les ganglions de la base, CD73 et A.aR colocalisent, notamment aux sites
postsynaptiques. CD73 a un rdle crucial dans l'activation des A;aRs. Cette enzyme
catalyse la production d’adénosine a partir ’AMP et en l'absence de CD73, les

niveaux d’adénosine sont plus faibles au niveau des complexes CD73-A.R, ce
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qui modifie l'activité des A.aRs. Il semblerait que I'expression des A;aRs module
I'expression des CD73 (Augusto et al., 2013, 2021; Young et al., 2016).

Les A2aRs sont définis comme des RCPGs de par leur interaction avec des protéines G
hétéromériques et I'arrangement heptahelical de leurs segments transmembranaires. lls
peuvent recruter des kinases couplées a des protéines G (GRKSs) ainsi que des arrestines qui
peuvent désensibiliser et favoriser I'internalisation des RCPGs, et sont aussi a l'origine de
nouvelles voies de signalisation indépendantes des protéines G. La désensibilisation d’'un
récepteur est définie comme le phénoméne par lequel une exposition préexistente ou continue
a un agoniste réduit de la réponse fonctionnelle du récepteur a un traitement avec I'agoniste.
Le AxxR est rarement internalisé, il est désensibilisé mais le nombre de récepteurs a la

membrane ne change pas (Zezula and Freissmuth, 2008).
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Structure moléculaire du A2aR. Sa partie C-terminale est longue et interagit avec de multiples
protéines (Olah and Stiles, 2000a)

Le long domaine C-ter intracellulaire des A;aRs, composé de 122 acides aminés chez
’humain, interagit aussi avec de nombreuses protéines indépendantes de son activité
canonique (Olah and Stiles, 2000b; Keuerleber et al., 2011). Il interagit de maniére transitoire
avec les protéines mentionnée ci-aprés, USP4, ARNO, TRAX, calmoduline, NECAB2, a-
actinine et SAP102 :
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L’enzyme de déubiquitination USP4 (Ubiquitin-Specific Protease 4), qui catalyse la
réaction de retrait de l'ubiquitine, interagit avec le AzaR et favorise son expression

membranaire (Milojevic et al., 2006).

Une voie de signalisation médiée par A2aR, indépendamment des protéines G, est la voie
MAPK (mitogen-activated protein kinase). ARNO (Arf nucleotide site opener) interagit avec la
portion proximale de C-ter du A2aR et favorise la stimulation de cette voie MAPK. En effet, les
microdomaines membranaires riches en cholestérol sont essentiels pour I'activation des AC
via les Gs et dans des compartiments sans cholestérol, I'activation d’ARNO stimule la voie
MAPK médiée par les A2aRs, indépendamment des protéines Gs (Gsandtner et al., 2005;
Charalambous et al., 2008).

TRAX (translin-X-associated protein) interagit avec le A2aR et médie sa fonction dans la
neuritogenése des cellules PC-12, via la production de NGF. D’autre part, TRAX forme un
complexe avec DISC-1 et la kinase GSK3[ dans le noyau. L’activation du Az;aR inhibe GSK3
et permet de libérer TRAX du complexe protéique et d’engager des processus de réparation
de 'ADN. Le lien entre TRAX et le AxR reste a étre exploré (Sun et al., 2006; Chien et al.,
2018).

La calmoduline peut interagir avec le AzaR et inhiber I'activation de la protéine Gs par le
AzaR. La calmoduline se lie aux AzaRs présents dans les hétérodimeéres D2-AzxR, induit une
modification des concentrations en calcium et modifie donc la fonction des diméres (Woods et
al., 2008; Piirainen et al., 2015). Une autre protéine de la famille des calmodulines, NCS-1

(neuronal calcium sensor protein 1), se lie a 'A2aR (Navarro et al., 2012).

NECAB2 (neuronal calcium binding protein 2) est la troisieme protéine fixant le calcium
qui interagit avec le AxaR. Elle régule I'expression membranaire du A2aR et module l'efficacité
du couplage du Az.R avec les voies de signalisation en aval en stimulant la fonction du Az;aR
(Canela et al., 2007).

L’a-actinine se lie a la F-actine et est donc impliquée dans le remodelage du cytosquelette
d’actine. Le A2aR interagit avec 'a-actinine-1 et cette interaction module la dynamique du A2aR
ainsi que son internalisation via un mécanisme impliquant la B-arrestine (Burguefio et al.,
2003). L’ a-actinine-1 est fortement exprimée au niveau de la PSD des synapses excitatrices,
et interagit avec mGIuR5, NMDAR, ainsi que les récepteur purinergiques P2X7 (Cabello et al.,
2007).

SAP102 (synapse associated protein 102) est une protéine de la famille des MAGUK
(membrane-associated guanylate kinase-like domain), qui organise la synapse en ancrant des

protéines transmembranaires et cytoplasmiques, et contréle le mouvement des NMDARs en
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se liant & leurs sous-unités NR2. Au cours des deux premiéres semaines du développement,
SAP102 est fortement exprimée au niveau du soma et de la PSD des synapses excitatrices,
puis son expression diminue. L’interaction du récepteur A2A et de SAP102 au niveau
postsynaptique dans le striatum réduit la mobilité du A2aR (Muller et al., 1996; Zheng et al.,
2010).

La partie C-ter du A2aR intégre donc différents signaux, interagit avec certaines protéines en

fonction de ceux-ci et pourrait donc agir comme un détecteur de coincidence.

Les récepteurs A2B activent aussi les ACs via des protéines Gs et la PLC. lls sont exprimés
a de faibles taux dans le SNC, mais sont toutefois présents, dans les cellules neuronales,
gliales et dans les vaisseaux sanguins, ainsi que dans les tissus périphériques. Le AR répond
a des concentrations d’adénosine importantes (de l'ordre du pM), méme s’il peut activer la
voie MAPK en présence d’adénosine a des concentrations physiologiques. Les AssRs seraient
plutét impliqués dans les processus de neuroinflammation ou les concentrations en adénosine
extracellulaire sont importantes. Les A;gRs ont aussi un réle particulier dans les astrocytes ou
ils potentialisent les réponses calciques induites par 'adénosine (Jacobson and Gao, 2006;
Popoli and Pepponi, 2012). La nétrine-1 se lie au AR dans le SNC ce qui induit une
augmentation de 'AMPc et favorise la croissance axonale médiée par la nétrine-1 au cours du
développement. Les AgRs seraient donc aussi impligués dans ces phases précoces de

développement des circuits neuronaux (Corset et al., 2000).

Les récepteurs A3 sont exprimés au niveau des neurones corticaux et hippocampiques
(Lopes et al., 2003), ainsi que dans les cellules gliales et endothéliales. lls sont fortement
exprimés dans les cellules inflammatoires ou cancéreuses dans lesquelles ils controlent le
cycle cellulaire (Zhou et al., 1992; Abbrachi et al., 1995; Jacobson and Gao, 2006; Borea et
al., 2015). Ces récepteurs ont une faible affinité pour I'adénosine (de I'ordre du uM), inhibent
les ACs, et participent a la mobilisation des stocks de calcium intracellulaire par leur couplage
a la PLC. lls modulent l'activité des autres récepteurs a I'adénosine, en supprimant par
exemple l'inhibition des réponses aux cytokines proinflammatoires par les microglies médiée
par les AxaRs. Les AsRs sont en particulier exprimées par les microglies (Calovi et al., 2019)
et leur activation induit la phosphorylation des ERK1/2 et donc I'activation de la voie MAPK
(Borea et al., 2015), mais aussi la modulation de la croissance des prolongements microgliaux
par leur action synergétique avec les récepteurs P2Y12 (Haynes et al., 2006; Ohsawa et al.,

2012). Leur activation supprime aussi la production de TNF-a et d’interleukine-12 suite a une
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exposition des microglies au LPS, en inhibant les voies PI3K/Akt et NF-kB (Lee et al., 2006;
Agostinho et al., 2020).

2.1.3. Les voies de signalisation associées aux AzaR

Le récepteur A2A est associé a plusieurs voies de signalisation, principalement les
voies AC/AMPc et MAPK. D’autres voies de signalisation sont mentionnées dans le tableau
ci-apres.

La cascade de signalisation en aval de I'activation des récepteurs a I'adénosine implique
principalement Pactivation des ACs et la production subséquente d’AMPc (Cooper et al.,
1995) via le couplage du AzxR avec une protéine Gs/olf. L'effecteur de cette voie est |a protéine
kinase A (PKA) dépendante des niveaux d’AMPc intracellulaires. La PKA peut phosphoryler
de multiples protéines et récepteurs, des phosphodiestérases, CREB (cCAMP-responsive
element binding protein) et DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein)
(Calker et al., 1979; Fredholm et al., 2005; Preti et al., 2015). Les réponses a 'AMPc sont
différentes en fonction des compartiments cellulaires, et on peut noter que certaines ACs sont
enrichies au niveau des radeaux lipidiques, ou les AzaR sont présents. La suppression du
cholestérol altere le couplage du AzAaR a la protéine Gs et 'activation subséquente de I'AC
(Charalambous et al., 2008). Il existe des ACs sensibles a 'activité et d’autres non AC type |
(sensibles au Ca2+ / calmoduline) ou Il (Wayman et al., 1996), qui sont essentielles pour la
mise en place des processus de plasticité dans le cerveau (Villacres et al., 1995; Wu et al.,
1995).

En dehors des radeaux lipidiques, l'activation du A;sR active la voie MAPK,
indépendamment de son activité Gs (Charalambous et al., 2008). L'adénosine via les AzaRs
induit la phosphorylation et activation de ERK1/2 (Schulte and Fredholm, 2003), et cet effet
est notamment important pour la prolifération des cellules endothéliales (Seidel et al., 1999).
Le AzaR interagirait également directement avec le récepteur a tyrosine kinase FGF2
(Fibroblast growth factor receptor 2), et leur activation simultanée active la voie MAPK/ERK.
Cette interaction postsynaptique est impliguée dans des processus de LTP dans des neurones
striatopallidaux et dans la formation d’épines dendritiques dans des neurones hippocampiques
(Flajolet et al., 2008).
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Voie moléculaire couplée au AzaR

Référence

PKC (protéine kinase C)

(Cunha and Ribeiro, 2000)

PPARy
activated-receptor)

(peroxisome proliferator

(Nayeem et al., 2013; Khayat and Nayeem,
2017)

JNK (c-jun N-terminal kinases)

(Genovese et al., 2009; Melani et al., 2009)

PI-3K (phosphoinositide 3-kinase)

(Ahmad et al., 2013)

Phosphatases

(Murphy et al., 2003)

Kinases Src (sarcoma)

(Che et al., 2007)

Canaux calciques (N- et P-)

(Gubitz et al., 2002)

Tableau récapitulant des voies de signalisation médiées par le A2aR

2.2. La signalisation adénosinergique dans différents types cellulaires a des

réles variés dans la physiologie du SNC

L’ATP est décrit comme un neurotransmetteur dans le SNC. Comme présenté précédemment,
il active les récepteurs P2X ou P2Y et module de nombreuses fonctions : il s’agit d’'une
molécule de signalisation extracellulaire cruciale pour la communication intercellulaire dans le
SNC. Il a été montré que I'ATP libéré en tant que gliotransmetteur régule I'excitabilité des
réseaux dans I'hippocampe, et que I'expression et I'activité des récepteurs P2X a ’ATP ont un
réle de neuromodulation dans le SNC (Stevens et al., 2002; Pankratov et al., 2009; Lee et al.,
2013; Boué-Grabot and Pankratov, 2017; Bertin et al., 2021).

Néanmoins, I’hydrolyse de I’ATP en adénosine dans le milieu extracellulaire est un
processus crucial pour la régulation fine de I'activité des réseaux neuronaux (Cunha et al.,
1998; Almeida et al., 2003). L’adénosine a un double réle dans le SNC : il s’agit d’'un senseur
métabolique capable de signaler un déséquilibre énergétique des cellules dans le tissu
(Cunha, 2016), et aussi d'un neuromodulateur régulant la coordination des réseaux
neuronaux et des synapses (Jacobson et al., 2019). Je décrirai ici le réle de I'adénosine et
des AzaRs en tant que régulateurs fins de la plasticité synaptique par des voies de

communication neurogliales.

Comme mentionné précédemment, les récepteurs A2A sont principalement exprimés dans
les neurones épineux moyens striatopallidaux du striatum, mais aussi dans I'hippocampe, le
cervelet et le cortex. Leur expression s’étend a de nombreux types cellulaires, les cellules
neuronales, gliales, et endothéliales, ce qui sous-tend de multiples fonctions de ce récepteur
dans le SNC (Cunha et al., 1996; Fiebich et al., 1996; Sebastiao, 1996; Rosin et al., 1998;

Lopes et al.,, 2004; Matos et al., 2013). De maniére intéressante, I'expression du AzaR et
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d’autres récepteurs purinergiques dans des cellules neuronales et non-neuronales implique la
présence de nombreuses voies de communication neurogliales et de signalisations
interconnectées et complexes. Je présenterai ces fonctions dans les cellules neuronales,

gliales et endothéliales (Pascual et al., 2005; Agostinho et al., 2020; Lopes et al., 2021).

2.2.1. RoOle des A2aR dans les neurones
2.2.1.1. Modulation de I’excitabilité neuronale : ro6le de neuromodulateur du A2aR en

présynaptique

L’adénosine a un role de neuromodulateur de I'activité synaptique dans le systéme nerveux
central. Plus précisément, elle a un role bien décrit dans la partie présynaptique des synapses
glutamatergiques, ou les récepteurs Al et A2A ont une action coordonnée pour réguler
la libération de neurotransmetteurs (Sebastiao and Ribeiro, 2009; Lopes et al., 2019). En
effet, la saillance de l'information transmise au sein des réseaux neuronaux dépend de cette
action (Lopes et al., 2002; Rebola et al., 2005; Sebastido and Ribeiro, 2015). Le ratio des
récepteurs A1/A2A présents aux synapses glutamatergiques module donc I'excitabilité des

neurones : le AzaR favorise la libération de neurotransmetteur tandis que le AiR l'inhibe.

Dans un contexte physiologique ou le flux d’informations est faible, en intensité ou en
fréquence, c’est l'inhibition tonique de la transmission synaptique médiée par le A;R qui
prédomine. L’activité des A2aRs n’est pas mise en jeu dans cette situation. Lorsqu’un signal
important est transmis dans le circuit neuronal, il peut le modifier structurellement. Se mettent
alors en place des mécanismes de plasticité a la synapse : localement au niveau d’'une
synapse, de I'ATP est libéré, puis hydrolysé en adénosine par I'action trés efficace des 5'-
ectonucléotidases décrites précédemment. Dans ces conditions, les A;aRs présynaptiques
activés vont freiner I’action des A;Rs (Lopes et al., 1999; Ciruela, 2006), mais aussi des
CB1R présynaptiques, tous deux inhibiteurs de la transmission synaptique.
L’hétérodimérisation du A2aR avec les CB1R favorise la libération de vésicules synaptiques
(Martire et al., 2011). La facilitation induite par I'activation des A.aR présynaptiques passe
aussi par 'augmentation de I’entrée de calcium par des canaux calciques voltage-
dépendants (Ghosh and Greenberg, 1995) et augmentant ainsi la libération de glutamate par
exocytose de vésicules synaptiques (Cunha, 2016). Au niveau de cette synapse, une quantité
plus importante de glutamate sera donc libérée. L'efficacité du réseau de neurones est
donc modifiée localement par cette augmentation de la libération de neurotransmetteurs mais
aussi par la désensibilisation des systemes inhibiteurs en présynaptique (AiRs et CB1Rs). Les
A2xRs ont donc un rdle clé dans la modulation de la plasticité des circuits neuronaux. lls sont
actifs au cours de processus de LTP notamment, et donc essentiels aux fonctions

d’apprentissage et de mémoire dans I'hippocampe.
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2.2.1.2. Modulation de I’excitabilité neuronale : role de neuromodulateur du A2aR en

postsynaptique

En parallele de son rble présynaptique, le A2aR postsynaptique est engagé dans I'induction et
le soutien de modifications de la plasticité synaptique, comme les processus de potentiation a

long terme (LTP).

L’activation des A2aRs en présynaptique, dépendante de la concentration locale en adénosine,
permet 'augmentation de la libération de glutamate dans la fente synaptique. Le glutamate
se fixe sur ses récepteurs postsynaptiques, les NMDARs et les AMPARSs. L’activation des
NMDARSs induit des flux de calcium postsynaptiques et module la dynamique des AMPARS et
la plasticité médiée par ces récepteurs. En effet, I'activation des AzxRs induit 'augmentation
de I'expression membranaire des sous-unités GIuAl des AMPARs et leur phosphorylation au
niveau de la sérine 845 par la PKA, ce qui facilite les courants médiés par les AMPARSs et leur
translocation vers des pools extrasynaptiques ou ils sont disponibles pour étre recrutés lors
des processus de LTP (Dias et al., 2012, 2013). Le récepteur A2A facilite donc la LTP dans
I’hippocampe. D’autre part, le A2aR interagit avec les mGIuR5 pour stimuler les courants
calciques associés aux NMDARs et potentialiser la neurotransmission glutamatergique
(Rebola et al., 2008). Ce phénoméne soutient donc l'induction de LTP et renforce son

amplitude dans I'hippocampe.

Les AzaRs ont ainsi un double réle dans la facilitation synaptique, ils réduisent les systémes
d’inhibition en présynaptique et favorise I'activité des NMDARSs, et des AMPARS, responsables

de la plasticité des réseaux neuronaux en postsynaptique.
2.2.1.3. AxaR et BDNF

Le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) est un facteur trophique avec de nombreuses
fonctions dans le SNC. Il module notamment la prolifération, différenciation et survie
neuronale, mais aussi la croissance axonale et la plasticité des synapses. Au niveau
présynaptique, le BDNF augmente le nombre de vésicules au niveau de la zone active et la
libération de glutamate. Au niveau postsynaptique, le BDNF médie aussi 'augmentation des
niveaux de AMPARs et NMDARs. L’activation du A2aR postsynaptique induit la transcription
des ARNm codant pour le BDNF et la sécrétion de BDNF dépendantes du calcium, par son
activation de la voie AC/AMPc/PKA (Pradhan et al., 2019). Le BDNF, couplé a son récepteur
TrkB, est requis pour les processus de LTP (Sebastido et al., 2011). Le BDNF et son récepteur
TrkB sont exprimés aux synapses glutamatergiques dans I'hippocampe. L’activation des
A2xRs régule la production de BDNF et ses effets de potentialisation de la transmission
synaptique dans I'hippocampe. (Diogenes, 2004; Tebano et al., 2007). Les A»aRs peuvent

aussi transactiver les TrkBs directement, en absence de BDNF, via la famille des Src, en
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quelques minutes ou heures (Pradhan et al., 2019). L’activation des AzaRs active les voies
PI3K/Akt via les TrkB dans des neurones hippocampiques. Cela induit des effets similaires a
ceux du NGF ou BDNF sur les TrkB, mais sur un temps plus long, et conféere donc un réle

trophique a I'adénosine via les A2aRs (Lee and Chao, 2001).
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Voies de signalisation médiées par le BDNF et son récepteur TrkB, associé au A2aR. Les A2ARs

peuvent transactiver les TrkB et favoriser la survie neuronale. (Pradhan et al., 2019)

Le BDNF joue un réle dans le remodelage des épines dendritiques (Wilson Horch et al., 1999;
Rex et al., 2007; Park and Poo, 2013), 'activation des A..Rs favorise I’élongation des
dendrites, et la complexification de I’arborisation dendritique dépend du BDNF (Ribeiro
et al.,, 2016). Dans I'hippocampe, le A;aR est donc capable d’engager la modulation

synaptique médiée par la voie BDNF/TrkB.

Dans le SNC, les astrocytes produisent la majorité de 'ATP extracellulaire, qui module les
niveaux d’adénosine et donc I'excitabilité du réseau. lls font partie de la synapse tripartite
définie par la zone présynaptique, postsynaptique et les prolongements astrocytaires au

contact de la synapse dans le cerveau (Araque et al., 1999; Perea et al., 2009).
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2.2.2. Réle des astrocytes dans la signalisation adénosinergique

2.2.2.1. Réle indirect des astrocytes sur les A2aRs synaptiques

Les astrocytes possédent aussi des récepteurs a 'ATP et a 'adénosine, notamment les A2aRs
(Boison et al.,, 2010). Les astrocytes peuvent libérer de 'ATP par exocytose via les
hémicanaux des jonctions gap, des canaux ioniques et P2X7R, qui est une source importante
d’adénosine dans le réseau. En effet, les astrocytes libérent de 'ATP lors d’'une augmentation
du Ca2+ intracellulaire, et 'ATP ainsi que l'adénosine dérivée de cet ATP activent
respectivement les récepteurs P2 et P1 au niveau des neurones, modulant ainsi leur activité.
(Coco et al., 2003; Araque et al., 2014; Harada et al., 2016). Les astrocytes fournissent un
soutien métabolique et structurel aux neurones et aux synapses, participent au guidage
axonal et a la synaptogenése ainsi qu’a la transmission et plasticité synaptiques (voir
Partie 1., (Hines and Haydon, 2014; Verkhratsky and Nedergaard, 2014). lls jouent un role
central dans la coordination des réseaux neuronaux. En réponse a l'activité synaptique, les
astrocytes produisent de grandes quantités de calcium ce qui nourrit la communication et

I'activation d’'un réseau d’astrocytes (syncytium) (Panatier et al., 2011).

En parallele des mécanismes de facilitation pré- et postsynaptique médiés par le A2xR a la
synapse glutamatergique, (décrits ci-dessus) les astrocytes sont recrutés au niveau de la
synapse active. Comme mentionné précédemment, il existe un processus par lequel
I’adénosine relarguée par les astrocytes réduit la libération de glutamate via I’activation
des AiRs en présynaptique. Ce processus est déclenché par I'activation des NMDARs par
le glutamate au niveau des synapses excitatrices (Manzoni et al., 1994; Pascual et al., 2005).
La présence des astrocytes favorise donc la libération d’ATP et induit une augmentation
d’adénosine extracellulaire qui favorise l'inhibition de la neurotransmission médiée par les
A1Rs dans les synapses environnantes, mais pas au niveau de la synapse activée localement
par la signalisation A2A. Cette dépression hétérosynaptique permet donc de coder
I'information saillante au niveau de la synapse activée par une facilitation locale de la
transmission glutamatergique, au sein de multiples synapses pour lesquelles l'inhibition est
renforcée par I'action des astrocytes (Serrano, 2006; Andersson et al., 2007). La libération
d’ATP par les astrocytes constitue donc un mécanisme important du cross-talk entre
neurones et astrocytes pour affiner la plasticité hétérosynaptique. De plus, 'ATP relargué
par les astrocytes facilite le recrutement des récepteurs P2X aux synapses excitatrices via un
mécanisme calcium-dépendant. Lorsque les récepteurs P2X sont activés par 'ATP dérivé des
astrocytes ou co-libéré avec le glutamate au niveau présynaptique, les récepteurs NMDARs
avec lesquels ils sont colocalisés sont déphosphorylés, via un mécanisme impliquant le

calcium et des interactions avec la PSD-95. Il existe donc une coopération dynamique entre
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I’ATP neuronal et astrocytaire, qui module I'efficacité de la synapse via son interaction avec

le glutamate (Lalo et al., 2016).
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Modulations de la plasticité des synapses médiées par les récepteurs P2X postsynaptiques
en réponse a la libération d’ATP par les astrocytes et les neurones (Boué-Grabot and
Pankratov, 2017)

2.2.2.2. Réle des AzRs astrocytaires dans les mécanismes de recapture de

neurotransmetteurs

Les astrocytes régulent les concentrations extracellulaires d’ATP mais aussi de glutamate et
de GABA, par des mécanismes de recapture des neurotransmetteurs. Les transporteurs de
glutamate astrocytaires principaux sont GLAST (glutamate-aspartate transporter) et GLT-I
(glutamate transporter-1). Les A.aRs sont exprimés par les astrocytes et leur activation
limite la recapture de glutamate via GLT-1 et GLAST en inhibant la pompe Na+/ATPase
(Matos et al.,, 2012, 2013) ce qui affecte la plasticité synaptique et les processus de
neurodégénérescence associés a la transmission glutamatergique (Matos et al., 2012). Les
transporteurs astrocytaires du GABA sont GAT-1 et GAT-3 (GABA transporters) et les
récepteurs AiR et A2aR respectivement diminuent et augmentent la recapture du GABA
par les astrocytes. De maniére intéressante, ce sont des hétérodiméres A1R-A2aR présents
sur les astrocytes qui contrélent, par ces actions opposées, les niveaux de GABA (Cristovao-
Ferreira et al., 2013). Il existe un couplage entre les A;aRs astrocytaires et la régulation du

transport du glutamate et du GABA, et donc de la plasticité des synapses glutamatergiques.
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La communication neurogliale est bidirectionnelle. Les neurotransmetteurs libérés par une
synapse active stimulent les récepteurs astrocytaires, ce qui génére des variations de
calcium intracellulaire favorisant la libération de gliotransmetteurs qui vont a leur tour
modauler 'activité neuronale (Daré et al., 2007). De maniére intéressante, I'ATP libéré par
les astrocytes a aussi une action autocrine par I'activation les récepteurs astrocytaires P2Y1,

ce qui amplifie la libération de glutamate par les astrocytes (Shen et al., 2017).

De plus en plus d’études impliquent les microglies dans la physiologie de la synapse, décrivant
une synapse quadri-partite. Dans la communication neurones-microglies, 'ATP est un signal
important. Les récepteurs purinergigues P2Y12 sont exprimés par les microglies
(Hickman et al., 2013) et sont essentiels pour I'extension des prolongements microgliaux vers
les sources d’ATP (Inoue, 2002; Davalos et al., 2005; Haynes et al., 2006; Ohsawa et al.,
2007). L’activation des P2Y12 microgliaux par I’ATP favorise aussi la libération de

BDNF, qui peut moduler I’activité synaptique et la prolifération des microglies.

Les microglies peuvent elles-mémes libérer de ’ATP, en particulier dans des contextes
d’inflammation. L’ATP alors libéré par les microglies active des P2X4s dans I'hippocampe,
récepteurs modulant une composante de la plasticité synaptique associée aux NMDARs
(George et al., 2016). De plus, I'ATP peut étre hydrolysé en adénosine et moduler les
récepteurs présents dans les cellules environnantes ou a la synapse. Les microglies expriment
des ATPases et 5’-ectonucléotidases a la membrane et peuvent donc moduler la concentration

extracellulaire en adénosine (Agostinho et al., 2020).

2.2.3. Réle du A2xR dans les microglies

2.2.3.1. Les récepteurs A2A modulent I’activation et |la prolifération des microglies

L’expression du A2aR dans les microglies augmente dans des conditions ou elles sont
activées. Il existe de nombreux phénotypes de microglies activées, qui présentent une
morphologie altérée, expriment des marqueurs d’activation comme CD68 au niveau de
lysosomes, CD45 a la membrane, ou les antigénes MHCII et produisent des cytokines pro-
inflammatoires (Tay et al., 2017; Sousa et al., 2018; Bohlen et al., 2019). L’'expression des
marqueurs de Cd11b/CR3 et Ibal augmente également (Kettenmann et al., 2011). L’activation
du A2aR dans une microglie activée par les LPS, accentue sa rétractation. Dans ces conditions,
le blocage des AzaRs réduit la réactivité de la microglie (Orr et al., 2009). Les LPS favorisent
la prolifération des microglies et I'’hydrolyse de 'ATP extracellulaire en adénosine. Bloquer les
A2aRs ou diminuer la concentration extracellulaire d’adénosine empéche la prolifération des
microglies médiée par les LPS (George et al., 2015). Il existerait une coopération entre les A1R

et les A2aRs pour la régulation de la prolifération des microglies (Gebicke-Haerter et al., 1996).
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Les microglies activées avec des LPS libérent du BDNF qui facilite la prolifération des
microglies. Ces mécanismes sont dépendants de I’activation des A.aRs microgliaux et
de la voie AMPc/PKA, et ils ne sont pas observés dans des conditions physiologiques
(Gomes et al., 2013).

2.2.3.2. Les AzaRs régulent la libération de signaux inflammatoires par les microglies

Les AzaRs ont donc été décrits pour contrdler la prolifération des microglies in vitro et leur
activation. L’activation des A2aRs microgliaux a aussi des effets sur la libération de molécules
par les microglies. En effet, elle facilite la libération de NGF (nerve growth factor) (Heese et
al., 1997), de cyclooxygenase-2, de prostaglandine E2 (PGE2 (Fiebich et al., 1996) et
régule I'expression des canaux potassiques par les microglies (Kust et al., 1999; Daré et al.,
2007). L'activation des AzaRs inhibe la production de TNF-a et CXCL10 par les microglies
activées, chimiokines respectivement impliguées dans la plasticité synaptique et la
neuroinflammation, (Newell et al., 2015; Liu et al.,, 2017). Lorsque les microglies sont
activées par des lipoplysaccharides (LPS), elles libérent du monoxyde d’azote (NO) et
expriment plus de NO-synthase Il (NOS II). Dans ces conditions, I'activation des A;sRs
potentialise ces effets (Saura et al., 2005), qui correspondent a un message inflammatoire. A
l'inverse, bloquer les AzaRs réduit la neuroinflammation (Madeira et al., 2016). Ces effets ont
aussi été montrés in vivo, et dépendent de I'environnement local de la microglie. Dans un
contexte pro-inflammatoire, les concentrations extracellulaires en adénosine et en
glutamate sont accrues, et dans ces conditions I'activation des A;aRs favorise I'activité des
NOS, induite par les LPS, par une signalisation PKC-dépendante. Lorsque les concentrations
en glutamate sont faibles, I'activation des A>aRs inhibe I'activité des NOS par la voie PKA, au
sein d’'un systéme anti-inflammatoire (Dai et al., 2010). La formation de l'inflammasome
NLRP3, et la production des ROS (Reactive oxydative species) dépendent de 'activation des
A2aRs (Zhao et al., 2019). Si les concentrations de glutamate sont élevées, l'inhibition de
I'inflammasome NLRP3 par les AzaRs est levée (Du et al., 2022). Le glutamate participe donc
aux processus de neuroinflammation médiés par la signalisation adénosinergique, et

en particulier par les A2aRs microgliaux (George et al., 2015).

L'activation des microglies peut étre a I'origine de nombreux mécanismes dans le SNC, et elle
favorise notamment la libération d’ATP microglial. Ce dernier est alors détecté par les
récepteurs P2Y1 astrocytaires, qui amplifient le signal en libérant des gliotransmetteurs
comme le glutamate, qui peut se fixer sur les récepteurs mGIuRS5 des astrocytes et moduler
I'activité neuronale (Pascual et al., 2012). Ces données appuient une place cruciale de la
microglie dans un systeme de communication complexe entre les cellules gliales et les

neurones.
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Interaction des microglies avec les synapses via les protéines du complément (gauche) impliquées dans la
phagocytose des synapses, et via des facteurs sécrétés lorsque les microglies sont activées (droite). Les A2aRs

pourraient influencer ces deux processus. (Miyamoto et al., 2013)

L’ATP et I'adénosine extracellulaires favorisent la production de fractalkine (voir
Partiel.) qui module I'activité neuronale, et est un ligand des récepteurs CX3CR1 microgliaux.
Cette interaction peut donc étre a I'origine de nombreux processus comme l'activité synaptique

ou la neuromodulation (Ragozzino et al., 2006; Piccinin et al., 2010).

2.2.4. Signalisation AR dans les oligodendrocytes et au niveau des cellules
épithéliales

Les A2aRs sont aussi impliqués dans la régulation du développement des oligodendrocytes et

le maintien de l'intégrité de la barriere hémato-encéphalique (BHE).
2.2.4.1. Les AxRs régulent la maturation des oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules gliales essentielles a la myélinisation des axones
dans le SNC. Ce processus est fondamental pour réguler I'efficacité et la directionnalité de la
transmission de I'information au sein des réseaux de neurones. Les AzaRs sont exprimés par
les oligodendrocytes (Stevens et al., 2002). L’'activation des AzaRs inhibe la différenciation des
oligodendrocytes en bloquant des courants potassiques impliqués dans ce processus (Coppi
et al., 2013). L’activation des A:Rs des oligodendrocytes a les effets opposés et stimule donc
la maturation des oligodendrocytes (Coppi et al., 2015). La régulation de la myélinisation des
axones par les oligodendrocytes via les A2aRs est importante pour comprendre et pallier a des
altérations de myélinisation dans des contextes pathologiques comme les TSA ou des lésions

de la moelle épiniére (Shen et al., 2018).

2.2.4.2. Les AzaRs modulent la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique

La BHE est une barriere séparant le micro-environnement du cerveau et la circulation

sanguine. Elle est composée de cellules endothéliales, associées via des jonctions serrées,
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qui expriment des transporteurs spécialisés permettant le passage sélectif de nutriments
requis pour I'homéostasie et la fonction neuronales, et bloquant I'entrée de facteurs
neurotoxiques. Son efficacité est fondamentale pour le maintien de I’homéostasie dans le SNC
(Bynoe et al., 2015).

Les cellules endothéliales expriment des récepteurs a 'adénosine, en particulier le AzaR, et
aussi la 5’-ectonucléotidase CD73 impliquée dans la production d’adénosine. L’activation des
AzaRs (ou des AiRs) altére I'expression de certaines protéines des jonctions serrées
comme la claudine-5, ZO-1 et 'occludine, ce qui augmente la perméabilité de la BHE
(Carman et al.,, 2011). De maniere intéressante, dans un contexte pathologique
d’encéphalomyélite autoimmune, I'activation des AzaR a un réle de protection de la BHE en

stabilisant les protéines claudine-5 et ZO-1 des jonctions serrées (Liu et al., 2018).
2.2.5. L’adénosine régule de multiples comportements dans I’'organisme adulte

Pour étudier le role des A2aRs dans le SNC, des modéles de knock-out (KO) ont été générés.
Les KO-A2aR globaux n’induisent pas de perturbations phénotypiques séveres, mais ils ont
permis de mettre en avant un réle des A2aRs extra-striataux en tant que modulateurs de
I'humeur, de la cognition et aussi de la neurodégénération (Shen et al., 2008; Lopes et al.,
2021).

2.2.5.1. Rble du A2:R dans I'apprentissage et la mémoire

Les AxxRs participent aux processus de plasticité synaptique (LTP ou LTD) dans
I'hippocampe (Rebola et al., 2008), qui sont clés dans les mécanismes de mémoire et
d’apprentissage. De nombreux paradigmes existent pour analyser différents types de
mémoire. Les modéles KO-A;xaR manifestent des altérations de la mémoire, comme une

mémoire de travail accrue et une mémoire contextuelle de peur limitée (Lopes et al., 2021).
2.2.5.2. Rble du A2xR dans les ganglions de la base

Les AzaRs sont fortement exprimés dans le striatum, ou ils régulent la motricité au niveau des
neurones épineux moyens GABAergiques par le contrble de la fonction des D2Rs. Les AzaRs,
par leur interaction allostérique avec les D2Rs, sont associés a la voie indirecte du mouvement
(Cui et al., 2013), et I'activation des A,xRs réduit la locomotion (Salmi et al., 2005; Taura
et al., 2018). Les A2aRs striataux peuvent donc intégrer les signalisations dopaminergiques et

glutamatergiques pour moduler la plasticité synaptique dans le striatum.
2.2.5.3. Role de I'adénosine dans la régulation du sommeil et des cycles éveil/lsommeil

Les concentrations extracellulaires en adénosine varient au cours de processus biologiques

et jouent un role dans les cycles veille/sommeil. Dans les phases d’éveil prolongé, les
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concentrations extracellulaires d’adénosine augmentent et ont un effet somnogénique, et
elles diminuent pendant le sommeil (Porkka-Heiskanen et al., 1997). Les A2aRs ont un réle
important dans la promotion du sommeil (Satoh et al., 1998) qui est aussi lié a leur fonction
inhibitrice du mouvement dans le striatum (Lazarus et al., 2017, 2019). Ces observations sont
intéressantes car au cours du sommeil, un remaniement des synapses a lieu. Le A1R a un réle
central dans le contréle de 'lhoméostasie du sommeil (Lopes et al., 2021), mais de maniére
intéressante, les effets d’éveil médiés par la caféine passent par les A2aRs (Huang et al.,
2005). Plus précisément, les effets stimulants de la caféine sont médiés par son action
antagoniste sur les AxaRs, et ils sont variables entre les individus. Une explication possible
pour ces différences interindividuelles est la présence de variants du géene Adora2a dans la
population, qui peut présenter ou non des perturbations du sommeil aprés consommation de
caféine (Landolt, 2012).

2.2.5.4. Neuroinflammation et neuroprotection

Au cours de processus de neuroinflammation, le tonus adénosinergique augmente et les
AzaRs sont impliqués. La présence de cytokines pro-inflammatoires augmente la densité
des AzaRs, ce qui suggére que I'expression du récepteur est modifiée dans ces contextes
(Trincavelli et al.,, 2002). Dans lhippocampe, [linhibition des A:sR empéche la
neuroinflammation médiée par les LPS et la dysfonction neuronale subséquente, ce qui
pourrait expliquer les effets neuroprotecteurs des antagonistes des A,.Rs dans de
nombreuses pathologies (Rebola et al., 2011; Cunha, 2016). Cette fonction neuroprotectrice
est retrouvée dans les modeéles KO-A2aR (Shen et al., 2008; Lopes et al., 2021). Le A2aR
favorise la production de facteurs neurotrophiques comme le NGF/BDNF (Borea et al., 2016)
et comme mentionné précédemment, la libération de BDNF par les microglies activées lors
d’un contexte de neuroinflammation dépend de l'activation des AzaRs, qui auraient donc un
rble de normalisation des activités neuronales en cas de perturbations de 'homéostasie
(Gomes et al., 2013).

2.2.6. L’adénosine est impliquée dans de nombreuses pathologies

Les fonctions physiologiques du A2aR décrites précédemment peuvent étre altérées au cours
de la vie. En dehors du développement post-natal, il existe également un pic hippocampique
d'expression des AaRs au cours du vieilissement et de certaines affections
neurodégénératives. Dans ces contextes pathologiques, décrits rapidement ci-apreés, il existe
une corrélation entre l'activité des A.aRs et des altérations des circuits neuronaux et

synaptiques (Cunha, 2016).
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2.2.6.1. AzaR et déficits mnésiques

La MA est associée a un phénotype de neuroinflammation et cause des dysfonctions
synaptiques, induisant une atrophie cérébrale et un déclin cognitif (Cellai et al., 2018). Dans
un modéle de tauopathie, 'augmentation de I’expression du A;xR neuronal potentialise
I'hyperphosphorylation de tau et 'apparition des déficits cognitifs. De maniére intéressante, la
perte de synapses glutamatergiques provoquée dans ce contexte est associée a la
surexpression de la protéine du complément C1q (Carvalho et al., 2019). La susceptibilité
accrue a des dysfonctions de la mémoire dans la MA peut étre expliqguée par une modification
de la plasticité synaptique médiée par 'augmentation des processus de LTP, liée a la
surexpression des AzaRs. Celle-ci passe par 'augmentation de l'efficacité des NMDARs a la
synapse ainsi que des courants calciques, par un mécanisme impliquant le récepteur mGIluR5
(Temido-Ferreira et al., 2020). Paradoxalement, I'augmentation de I'adénosine, via un
inhibiteur de ENT1, retarde la progression de la MA en améliorant la plasticité neuronale (Lee
et al., 2018).

Dans des modéles de stress chronique imprédictible, une altération des circuits
hippocampiques, de la mémoire et de 'humeur est induite. La densité des AaRs aux
synapses glutamatergiques est accrue, et la connectivité synaptique est réduite. Ces effets
sont bloqués par des antagonistes du A2aR (caféine, KW6002 ou SCH-58261) (Kaster et al.,
2015). Pour les maladies associées a 'augmentation de I'expression des A2aRs, l'inhibition de
ces derniers a un effet neuroprotecteur. En effet, le blocage des AzaRs réduit la synaptotoxicité
et les déficits mnésiques liés a I'administration de peptides AR (Canas et al., 2009) et la
suppression de AzaR dans un modéle de tauopathie protége des altérations de mémoire

spatiale et de LTD, et réduit I'hnyperphosphorylation de tau (Laurent et al., 2016).
2.2.6.2. Maladie de Parkinson et tonus adénosinergique dans le striatum

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative qui affecte les neurones
dopaminergiques de la substance noire dans le striatum et est caractérisée en partie par des
troubles moteurs. Ces symptdmes sont liés a une hyperactivité du circuit indirect, composé
des D2Rs, hétérodimérisés avec des AzaRs. Les antagonistes du AzaR induisent une
amélioration motrice. Dans ce cas, un blocage des A»aRs avec I'istradefylline (ou KW6002)
participe au traitement de la MP (Torti et al., 2018; Chen and Cunha, 2020).

En cas de stress cellulaire, les concentrations en ATP extracellulaire augmentent, et
'adénosine réduit I'excitabilité des neurones via les AiRs. Cependant, si le tonus
adénosinergique est dérégulé de maniere chronique, il favorise I'activation des A2aRs qui

induit une surexcitabilité des réseaux neuronaux hippocampiques qui est néfaste dans des
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pathologies comme [I'épilepsie (Tescarollo et al.,, 2020). Dans un contexte ou le tonus
adénosinergique est bas, dans le cas de la maladie d’Huntington, la neurotransmission est
affectée. Les symptdmes de cette maladie, caractérisée par une motricité anormale, des
altérations cognitives et psychiatriques, et une perte des récepteurs AzaRs et D2Rs dans les
neurones épineux moyens striato-pallidaux, peuvent étre améliorés en augmentant les
niveaux d’adénosine extracellulaire (Blum et al., 2018). Le tonus adénosinergique est
maintenu par la libération d’ATP par les astrocytes, et aussi par l'activité des ADK
astrocytaires. Ces cellules jouent un réle important dans la signalisation adénosinergique. Les
AxxRs astrocytaires participent notamment a la dérégulation des niveaux extracellulaires de
glutamate, par leur association avec GLT-1, et ces dysfonctions glutamatergiques peuvent
étre associées a la schizophrénie (Matos et al., 2015).

2.3. La signalisation adénosinergique au cours du développement dans

I’hippocampe

Si le réle de I'adénosine via ses récepteurs est relativement bien connu chez I'adulte et dans
la pathologie (voir ci-dessus), leurs fonctions dans le cerveau en développement restent peu
étudiées. Pour déterminer si la signalisation adénosinergique a un rble au cours de la
synaptogenése, 'analyse du pattern d’expression, des interactions avec d’autres protéines
participant & la formation des synapses, et de Iimpact de la modulation des voies
adénosinergiques sur la formation des réseaux neuronaux, dépendante de lactivité, est

nécessaire.

La méthylation de I'ADN est un processus épigénétique essentiel, qui permet des
modifications de I'expression de génes sans modifier la séquence d’ADN et controle
'embryogenése et la susceptibilité a certaines maladies. Bloquer la signalisation
adénosinergique au cours du développement embryonnaire inhibe I'expression d’enzymes
clés de la méthylation de 'ADN, ce qui génére des modifications épigénétiques de la fonction
cardiaque sur le long-terme (Rivkees and Wendler, 2017) et pourrait altérer d’autres processus

notamment dans le SNC.

2.3.1. Expression et localisation de protéines de la signalisation adénosinergique au

cours de la synaptogenése dans I’hippocampe

Le A2xR est détecté dans le cerveau par hybridation in situ a partir du jour embryonnaire 18.5,
et son expression dans le cerveau moyen et postérieur augmente au cours du
développement (P4-P28), diminue au stade adulte (P56) et réaugmente au cours du

vieillissement (Allen Brain Atlas: Developing Mouse Brain).
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Au cours de la période de synaptogeneése, entre les jours postnataux P5 et P16 chez la
souris, la libération activité-dépendante d’ATP et d’adénosine augmente de fagon
transitoire dans I’hippocampe (Gomez-Castro et al., 2021). Les 5’-ectonucléotidases, qui
convertissent TAMP en adénosine, sont exprimées transitoirement a la surface des neurones
et aux synapses en développement (Zimmermann et al., 1998). Plus récemment, il a été
montré que CD73 est enrichi aux synapses dans I'hippocampe spécifiquement pendant la
période de synaptogenése (Gomez-Castro et al., 2021). Comme mentionné précédemment,
CD73 est associée au AzxR.

Les AzaRs sont enrichis de maniére transitoire aux synapses de I’hippocampe au cours
de la synaptogenése. De plus, ils sont localisés autour de la densité post-synaptique des
synapses GABAergiques au cours de la synaptogenese. Ce pic d’expression transitoire
coincide avec un rble clé de ce récepteur dans la stabilisation des synapses inhibitrices

GABAergiques de I'hippocampe (Gomez-Castro et al., 2021).
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Les détections du A2aR par immunohistochimie augmentent au cours de la période précoce du
développement par rapport aux stades plus tardifs dans I'hippocampe (H) et le cortex (C) (A),
Augmentation transitoire des niveaux protéiques de A2aR dans I'hippocampe au cours des deux

premiéres semaines postnatales (P6-P16) (B), Expérience de radio-liaison de I'antagoniste sélectif du
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A2aR, [3H]-SCH58261 dans les membranes totales ou des synaptosomes dans I'hippocampe montrant
gue les A2aRs sont enrichis aux synapses, particuliérement au cours de la synaptogenése (P7) (C), La
densité de CD73 augmente au cours de la période de synaptogenese dans les synaptosomes

hippocampiques (D) (Gomez-Castro et al., 2021)

2.3.2. La modulation de la signalisation adénosinergique au cours du développement
précoce module les circuits neuronaux
2.3.2.1. Les AzRs: a lorigine d’'un mécanisme de stabilisation des synapses

GABAergiques naissantes

Un réle des AzaRs dans la stabilisation des synapses GABAergiques a été décrit (Gomez-
Castro et al., 2021). Au cours de la synaptogenése, lorsque le AzaR est bloqué avec
'antagoniste sélectif SCH-58261, la fréquence des courants synaptiques inhibiteurs est
réduite ex vivo, et les synapses inhibitrices en développement sont déstabilisées, au niveau
pré- et postsynaptique in vitro. Supprimer le A2aR neuronal déstabilise également les synapses
GABAergiques, et la structure des synapses est aussi perturbée in vitro si 'adénosine
ambiante est réduite. Ces effets ont lieu rapidement, en 30 minutes. La formation d’'une
synapse inhibitrice dure entre 3 a 4 heures, la régulation des synapses inhibitrices par la voie
adénosinergique observée correspond donc a des mécanismes de

stabilisation/déstabilisation plutdt que de formation des synapses.

L’activation des récepteurs GABAA au cours du développement induit une augmentation des
concentrations intracellulaires en calcium. Les A2aRs sont couplés a des ACs activées par des
calmodulines (CaM) calcium-dépendantes, AC1 et AC8 dans lhippocampe. En fait,
I’activation simultanée des deux récepteurs stimule les ACs de maniére additive, et
provoque une augmentation de la production d’AMPc, qui permet d’activer la PKA. La PKA
phosphoryle le résidu sérine 303 de la géphyrine, une protéine d’échaffaudage des synapses
inhibitrices ce qui permet de stabiliser des synapses inhibitrices. Cette stabilisation est
possible par 'ancrage des GABAAR au cytosquelette postsynaptique, et I'interaction entre les
CAMs transsynaptiques Slitrk3 et PTP-0. Si la synapse n'est pas active, elle est déstabilisée.
Le AR détecte donc I'activité de la synapse via 'ATP/adénosine co-libérés avec le GABA en

présynaptique, et est a I'origine de ce mécanisme de stabilisation (Gomez-Castro et al., 2021).
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Schéma récapitulatif du mécanisme de stabilisation des synapses GABAergiques naissantes dans

I'hippocampe par le A2aR neuronal (Gomez-Castro et al., 2021)

De maniére intéressante, I'activation des A;aRs in vitro dans des neurones hippocampiques
de rat augmente I'expression de PSD-95 a DIV7, et favorise la production de BDNF (Jeon et
al., 2011).

Il est intéressant de se demander si la signalisation adénosinergique aurait aussi un rdle dans

la synaptogenese glutamatergique.

2.3.2.2. Les AxRs sont impliqués dans la croissance des axones et dendrites

La signalisation adénaosinergique contrble le guidage axonal nécessaire a la formation des
circuits neuronaux. Dans un modéle de neurones corticaux in vitro, I'activation des A;aRs au
cours de la synaptogenése favorise la croissance axonale en augmentant la vitesse de
polymérisation des microtubules, par un mécanisme dépendant de PI3K, mais pas du
BDNF ou de la PKA. L’activation des AzaRs favorise aussi la production, via la voie AKt/ERK,
de BDNF qui participe a la croissance des dendrites et la survie et prolifération neuronales
(Jeon et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Rodrigues et al., 2019). Le blocage des AzaRs ou leur
suppression induit une diminution de la croissance axonale et une inhibition de la formation
des axones, ce qui montre que les A2aRs sont requis pour la formation des axones (Alcada-
Morais et al., 2021). La vitesse de migration des neurones GABAergiques corticaux issus
des éminences ganglionnaires médiales est réduite lorsque le A2aR est bloqué (Silva et al.,
2013).
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2.3.2.3. L’adénosine est impliquée dans la migration des neurones inhibiteurs

La transmission synaptique au cours du développement peut réguler plusieurs processus
développementaux. Les circuits synaptiques sont précisément mis en place en fonction de
l'activité neuronale, et sont centraux dans le maintien d’'un équilibre entre linhibition et
I'excitation. La structuration des réseaux corticaux passe par des processus dynamiques de
migration des neurones GABAergiques ou pyramidaux qui s’'organisent en strates dans le
cortex. In vivo, les interneurones corticaux migrent de maniére tangentielle vers une zone cible
du cortex, tandis que les neurones pyramidaux excitateurs envahissent le cortex par migration
radiale. Les A;aRs contrblent la migration tangentielle des interneurones a projection,
notamment a somatostatine (SOM), qui jouent un réle important dans la formation des réseaux
corticaux. L’activation des A2aRs par 'adénosine dérivée de I'ATP extracellulaire contribue a
la migration de ces neurones en contrdlant leur polarisation ainsi que la formation et croissance
des axones (Alcada-Morais et al., 2021). Le blocage des AzaRs au cours de la période
périnatale perturbe la migration et I'insertion des neurones GABAergiques dans les couches
corticales hippocampiques. Les interneurones a SOM sont affectés en particulier, et ils
expriment le A2aR au niveau d’'un prolongement cellulaire essentiel a la migration des
neurones (Silva et al., 2013). La signalisation purinergique pourrait donc intégrer des signaux

a différentes étapes de la migration radiale via des gradients contrélés d’ATP et d’adénosine.

2.3.2.4. Bloquer les AzaRs au cours du développement altére la formation des circuits

neuronaux hippocampiques

Bloguer la fonction des A;sRs spécifiguement au cours du développement permet de
comprendre leurs effets au long terme dans le contréle de la migration des interneurones et
des neurones principaux, et dans la mise en place des circuits neuronaux. Plusieurs études
traitent de cette thématique développementale de I'adénosine en utilisant des modéles
d’administration de caféine, un antagoniste non-sélectif naturel des récepteurs a 'adénosine

qui passe la BHE, au cours de la période périnatale.

La caféine est la substance psychoactive la plus consommeée dans le monde, et cette
activité psychotrope est attribuée a sa fonction d’antagoniste des AiRs et A2aRs (Fredholm et
al., 2005). L’étude des effets de la caféine au cours du développement des réseaux neuronaux
répond donc a des questions mécanistiques sur le réle de I'adénosine au cours de cette
période mais aussi de santé publique, sur la consommation de boissons caféinées au cours

de la grossesse.

La caféine, administrée oralement a des souris au cours de la gestation et de la lactation, a
des doses correspondant a I'équivalent de 3-4 tasses de café chez I'humain, provoque chez

la descendance une augmentation de I'activité des réseaux et des synapses glutamatergigues
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et GABAergiques a P6. Cette hyperexcitabilité des réseaux neuronaux hippocampiques
est associée a une susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie chez ces animaux. De
maniere intéressante, ces résultats sont répliqués avec un antagoniste spécifique du Az2aR
(KW6002). Sur le long terme, le blocage des AzaRs au cours du développement altére la
balance excitation/inhibition dans le cerveau adulte, suggéré par la diminution du nombre
d’interneurones GABAergiques, notamment a SOM, et I'hypoactivité des réseaux
glutamatergiques. La consommation de caféine au cours de ces phases périnatales altére
aussi la construction des réseaux GABAergiques du cortex visuel (Fazeli, 2017). Ce
déséquilibre au sein des réseaux corticaux peut expliquer les déficits de mémoire observés
chez ces animaux (Silva et al., 2013). Ces déficits de mémoire ont été suggérés plus présents
chez les femelles que chez les méales. Si les animaux sont traités avec de la caféine aprés le
sevrage, en plus de la période périnatale, ces déficits sont annulés. La caféine induit
'augmentation des niveaux de BDNF dans I'hippocampe, ce qui améliore les performances
mnésiques et augmente aussi la locomotion (Ardais et al., 2016). L'administration de doses
plus importantes de caféine au cours du développement réduit la croissance des jeunes
descendants. Ces animaux au stade adulte présentent des troubles d’apprentissage et de
mémoire, liés a la réduction des voies de signalisation adénosinergiques,
AMPCc/PKA/CREB, qui étaient activées plus tot dans le développement, et une baisse de
I’'expression de BDNF/TrkB (Li et al., 2018). Si I'exposition périnatale a la caféine induit une
susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie, lieée a 'altération des réseaux glutamatergiques et
GABAergiques, elle favorise aussi I'évolution de la pathologie Tau dans un modéle de la MA.
La signalisation adénosinergique pourrait donc participer a la survenue précoce de symptdomes
cognitifs de la MA (Zappettini et al., 2019).

De maniére intéressante, une exposition transitoire a la caféine au cours de la période de
synaptogenése uniqguement entraine des déficits cognitifs. Plus spécifiguement, le
blocage pharmacologique de AzaR avec le SCH-58261 au cours de la synaptogenése suffit a
induire une perte de synapses GABAergigues ainsi que des déficits de mémoire spatiale. La
suppression du récepteur A2A dans I'hippocampe entre P3 et P21 par une approche virale
utilisant des shARN induit une altération des synapses inhibitrices (Gomez-Castro et al.,
2021). La signalisation médiée par les A»aRs est donc cruciale au cours de la période

postnatale de synaptogenése.
2.3.2.5. Le AzaR régule-t-il I'élagage de synapses médié par les microglies ?

Le blocage pharmacologique du A2aR ou son KO au cours du développement dans le cortex
préfrontal ou I'hippocampe dorsal modifient la morphologie des microglies de maniére sexe-
et région-spécifique (Simdes-Henriques et al., 2020). Un réle des A2aRs dans I'élagage des

synapses par les microglies a récemment été décrit dans le systéme visuel au cours du
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développement. Le blocage du A2aR avec du KW6002 entre P2 et P4 facilite I'élagage des
synapses a P5, par des mécanismes d’activation microgliale, une activité lysosomale et une
phagocytose des synapses accrues, mais pas a P10. La densité de protéines postsynaptigues
(mGIuR5, Homerl) et la colocalisation entre VGLUT2 et Homerl diminuent. L’effet observé
est transitoire et correspond au pic de I’élagage des synapses dans le dLGN (Miao et al.,
2021). Ces résultats suggérent que le A2aR pourrait contrdler I'élimination des synapses en
modulant la phagocytose des synapses par les microglies, ou par un effet postsynaptique sur
I'efficacité des synapses du dLGN. Pourtant, le modéle KO-A2aR présenté dans cette étude
présente un phénotype inverse au modéle de blocage pharmacologique a P5, c’est-a-dire une
phagocytose, i.e. une activité lysosomale, réduite des synapses. Ces différences peuvent
s’expliquer par le fait que le KO-AzaR peuvent présenter des altérations développementales
des processus régulés par le A;aR décrits ci-dessus, entre les stades embryonnaires et
postnataux. Comme mentionné précédemment, les effets synaptiques du AzaR pourraient étre
différents sur les synapses glutamatergiques ou GABAergiques, médiés ou non par les
microglies, et variés en fonction des régions cérébrales (Favuzzi et al., 2021). De plus,
I'approche du KO cible tous les types cellulaires alors que le blocage pharmacologique du
AzaR peut affecter différentiellement les cellules neuronales, gliales ou endothéliales, et
provoquer des effets hétérogenes. Ce papier met en avant un rdle clé du Az.R dans le
contrble de la stabilité des synapses par les microglies au cours du développement

postnatal.

Les données de la littérature montrent donc que des interactions neurogliales favorisent la
formation et la stabilisation des synapses, ou leur déstabilisation et élimination subséquente.
Le récepteur A2A est un régulateur fin de la plasticité synaptique chez I'adulte mais son role
au cours du développement reste peu exploré. Sa localisation et ses fonctions dans les cellules
neuronales et non-neuronales suggérent plusieurs mécanismes d’interaction possibles, et
l'augmentation de son expression au cours de la synaptogenése dans I'hippocampe,
concomitante avec une régulation active des réseaux neuronaux par les cellules gliales,

indique un réle notable du A2aR pendant cette période développementale.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Le récepteur A2A est au coeur de nombreuses voies de signalisation. Sa structure particuliere
de RCPG, la distribution de son expression dans le SNC et dans différents types cellulaires lui
confére de multiples potentialités de régulation des mécanismes complexes dans le cerveau,
dans des conditions physiologiques ou pathologiques. La diversité des interactions du AzaR
avec des partenaires protéiques ou les caractéristiques de son environnement local, et
spécifiguement la concentration extracellulaire en adénosine, apporte d’autant plus de

possibilités quant a la fonction de ce récepteur

Au cours de la période de développement postnatal, les processus de formation et
d’élimination des synapses sont cruciaux pour la mise en place de réseaux neuronaux
fonctionnels et homéostatiques. Plus spécifiquement, des modulations fines des synapses
inhibitrices ou excitatrices au cours de cette période peuvent impacter la connectivité des

neurones sur le long terme.

Le r6le du récepteur A2A au cours de la période de synaptogenése dans I'hippocampe et au
niveau de la mise en place des circuits neuronaux est peu connu. Comme décrit dans
l'introduction, un mécanisme de stabilisation des synapses GABAergiques naissantes par la
signalisation adénosinergique dans I'hippocampe a été détaillé dans le laboratoire et implique
des acteurs neuronaux (Gomez-Castro et al., 2021). D’autres fonctions développementales
ont été observées, mais de nombreux effets du A2aR restent a étudier au cours de la période

périnatale.

L’objectif de la thése est de disséquer les mécanismes neurogliaux par lesquels le A2aR régule
la stabilisation des synapses glutamatergiques de I'hippocampe au cours du développement.
La premiére étape a été de mettre en avant la présence des AzaRS aux synapses
glutamatergiques et dans les cellules gliales dans des modéles d’étude in vitro et in vivo. Puis,
les effets de I'activation du récepteur sur les synapses et les récepteurs glutamatergiques ont
été testés dans le modele in vitro. Enfin, 'implication relative des cellules neuronales et gliales
dans la régulation des synapses glutamatergiques par le A;aR a été étudiée, ainsi que les
pistes mécanistiques a I'origine de ces interactions neurogliales. La régulation observée a été

validée in vivo.
Ces travaux de thése mettent 'emphase sur un réle fin du récepteur A, associé aux cellules

gliales dans les processus de stabilisation ou déstabilisation des synapses glutamatergiques

dans 'hippocampe au cours de la période de synaptogenese. Cette fonction du A2aR peut étre
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la source de déréglements synaptiques dans des contextes physiologiques de plasticité au

stade adulte ou au cours du vieillissement, ou des contextes pathologiques.
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MATERIEL ET METHODES

Cultures primaires de neurones hippocampiques.

Pour toutes les expériences réalisées sur des cultures primaires de neurones
hippocampiques, les procédures animales ont été effectuées conformément a la directive du
Conseil de la Communauté européenne du 24 novembre 1986 (86/609/CEE), aux directives
du ministére francais de I'Agriculture et a la Direction Départementale de la Protection des
Populations de Paris (Institut du Fer a Moulin, Animalerie des Rongeurs, licence C 72-05-22).
Tous les efforts ont été faits pour minimiser la souffrance des animaux et pour réduire le
nombre d'animaux utilisés. Les cultures primaires de neurones hippocampiques de rat ont été
préparées comme décrit précédemment (Battaglia et al., 2018) a partir d’embryons de rats
Sprague-Dawley. Les hippocampes ont été disséqués au jour embryonnaire 18 ou 19 sans
distinction de sexe. Le tissu a été trypsinisé (0,25% v/v) et dissocié mécaniquement dans du
milieu HBSS 1X (Invitrogen) contenant 10mM d’HEPES (Invitrogen). Les neurones ont été
ensemencés a une densité de 2.3 x 104 cellules/cm2 sur des lamelles en verre de 18mm de
diametre (Invitrogen) préincubées avec 55ug/mL de poly-D,L-ornithine (Sigma-Aldrich),
permettant 'adhésion des cellules, dans un milieu d’attachement composé de MEM (Sigma)
supplémenté avec du sérum de cheval (10% v/v), de la L-glutamine (2mM) et du sodium
pyruvate (1mM, Invitrogen). Aprés 3-4h d’attachement, les cellules ont été incubées et
maintenues dans un milieu de culture Neurobasal (ThermoFisher) supplémenté avec du B27
(1X), de la L-glutamine (2mM) et des antibiotiqgues (pénicilline 200u/mL, streptomycine,
200ug/mL, Invitrogen) entre 3 et 21 jours a 37°C dans un incubateur humidifié a 5% CO2. Le
B27 remplace le sérum et augmente considérablement la survie des neurones, qui peuvent
étre conservés jusqu’a plus de 3 semaines en culture. Chaque semaine, 1/3 du milieu de

culture a été renouvelé.
Transfection des neurones.

Les neurones ont été transfectés a DIV3 (day in vitro 3) pour les expériences de suivi de
molécules uniques et DIV6 pour les autres expériences, en utilisant de la Lipofectamine 2000
(Invitrogen) or de la transfectine (Bio-Rad, Hercules, USA), en suivant les instructions des
fabricants (ratio ADN/lipofectant 1:3ug/uL), avec 0.5 ou 1ug de plasmide d’ADN par puits. Les
plasmides utilisés sont les suivants : shARN contre le AaR (Gomez-Castro et al., 2021),
shARN non-target, eGFP, A2AR-GFP, Homer DsRed, GIUA1-SEP, PSD-95.FingR (Gross et
al., 2013), mCherry, pcX-LynLyn-cAMP Sponge-mCherry, pcX-cAMP Sponge-mRFPKras,
pcX-LynLyn-cAMP Sponge mutated (toutes les éponges ont été fournies par Xavier Nicol,
Institut de la Vision, Paris, France (Averaimo et al., 2016). Les plasmides ont été utilisés a
0.5pg pour mCherry et eGFP, 1ug pour PSD-95.FingR et A2AR-GFP. Les ratio de plasmides

91



suivants ont été utilisés pour les co-transfections : 1:0.5ug pour GIuA1-SEP:Homer-DsRed ;
1:0.2ug pour shNT ou shA2A : eGFP ; 0.5ug pour eGFP ; 0.5:0.2:0.5ug pour shNT ou shA2A :
eGFP : pcX-LynLyn-cAMP Sponge-mCherry ; 0.5ug pour pcX-LynLyn-cAMP Sponge-
mCherry, 0.5ug pour pcX-LynLyn-cAMP Sponge mutated, 0.25ug pour pcX-cAMP Sponge-

MRFPKras. Les expériences ont été réalisées 3-7 jours aprés la transfection.
Traitements pharmacologiques in vitro.

Pour déterminer les effets de la voie adénosinergique sur la densité de synapses
glutamatergiques en immunocytochimie, le SCH-58261 (100 nM ou 500nM, Abcam), CGS-
21680 (30 nM, Abcam), adenosine deaminase (ADA, 4-20 U/mL, Roche), AMPCP (85 uM,
Sigma), DPCPX (100 nM, Merck), CPA (10nM, Sigma), 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX,
100 pM, Tocris), Forskolin (FSK, 10 uM, Tocris), CALP3 (100 uM, Tocris), SQ22536 (20 pM,
Sigma) ont été ajoutés directement dans le milieu de culture et les neurones replacés dans
'incubateur a 5% de CO, pendant 30 minutes, ou 1heure en présence ou non de 'anticorps
blogquant C1q (1 :1000, Abcam).

Pour déterminer la contribution des astrocytes et des microglies dans la stabilisation des
synapses glutamatergiques, les cellules ont été traitées avec la cytosine arabinoside (ara-C,
5uM, Sigma) a DIV1 et les traitements pharmacologiques adéquats ajoutés a DIV8 pendant

30 minutes.

Pour déterminer la contribution des microglies dans la stabilisation des synapses
glutamatergiques, le PLX-5622 a été ajouté directement au milieu de culture a DIV7 (PLX, 2
UM, Clinisciences), puis DIV8 et 1 heure avant la fixation a DIV9 (Garcia-Agudo et al., 2019;
Liu et al., 2019). En paralléle, des cellules étaient exposées au L-leucine méthylester (LME)
pour éliminer les microglies. Dans ces expériences, le milieu conditionné par les neurones a
été retiré et conservé. Les neurones ont été traités pendant 1 heure avec du L-leucine
méthylester (LME, 75mM, Sigma—Aldrich) dans du milieu de culture a 37°C (Hamby et al.,
2006; Jebelli et al., 2015). Aprés le traitement, le milieu a été retiré avant I'ajout d’ADA,
AMPCP, CGS pendant 30 minutes (aux concentrations décrites précédemment) dans le milieu

conditionné.

Pour les expériences de diffusion des sous-unités GluAl des récepteurs AMPA en suivi
de molécules uniques, les neurones ont été marqués dans un milieu pour 'imagerie (voir
rubrique SPT pour le protocole et la composition du milieu) & 37°C, traités avec du SCH-58261
(100 nM, Abcam), CGS21680 (30 nM, Abcam), ADA (4-20 U/mL, Roche) et AMPCP (85 pM,
Sigma) puis transférés dans une chambre d’enregistrement, imageés a partir de 10 minutes et

pendant 30 minutes a 33°C dans le milieu d’imagerie en présence des différents traitements.

92



Immunocytochimie.

Pour marquer et quantifier la densité des synapses ou récepteurs glutamatergiques in
vitro, les neurones ont été fixés aprés les traitements pharmacologiques pendant 10 minutes
a -20°C avec du méthanol (VWR Chemicals). Les cellules ont été rincées une fois avec du
PBS1X et une goutte de triton X-100 (Carl Roth) puis 3 fois dans du PBS1X. Les cellules ont
été incubées dans une solution de « blocage » >30 minutes dans du sérum de chevre (GS,
3% vlv, Invitrogen) dilué dans du PBS1X pour limiter le marquage non spécifique. Les
neurones ont ensuite été incubés pendant 2h & RT avec un mix contenant les anticorps
primaires anti-VGLUT1 (lapin, 1:500, Synaptic Systems) et anti-PSD95 (souris, 1:175,
Invitrogen) ou anti-NR1 (souris, 1 :200, Abcam) dans du PBS1X supplémenté en GS (3% v/v,
Invitrogen). Apres 3 ringages, les neurones ont été incubés pendant 45 minutes a RT dans un
mix d’anticorps secondaires adéquats, centrifugés pendant 5 minutes a 6000rpm : chévre anti-
lapin-FITC (GaR, 1:400, Jackson Immunoresearch) et chévre anti-souris-Cy3 (GaM, 1:400,
Jackson Immunoresearch) dans une solution de PBS-GS3%. lIs ont été rincés et les lamelles
montées sur lame avec du Mowiol 4-88 (48 mg/mL, Sigma). Les neurones issus d’'une méme
expérience ont été marqués simultanément afin de les comparer lors des quantifications. Les
incubations avec les anticorps primaires ou secondaires se font toujours dans une solution de
PBS-GS3%.

Pour le marquage du GIuAl, les cellules ont été fixées avec du PFA4% + sucrose (14% wl/v,
Sigma) dilué dans du PBS1X pendant 10 minutes a RT, puis rincées 2 fois. Les cellules ont
été incubées dans une solution de sodium citrate (50mM, pH6) pendant 10 minutes a
température ambiante (RT) pour démasquer les épitopes. Elles ont ensuite été perméabilisées
4 minutes dans du triton X-100 (0.25% wi/v Carl Roth) dilué dans du PBS1X, et rincées 3 fois
avant la suite du protocole. Les cellules ont été incubées avec un anticorps primaire anti-GIuAl
(lapin, 1:200, Millipore) pendant 1h a RT, rincés 3 fois et incubés pendant 45 minutes a RT
avec les anticorps chévre anti-lapin-Cy3 (GaR-Cy3, 1:400, Jackson Immunoresearch).

Pour la quantification de la densité de synapses dans les neurones transfectés, les
neurones ont été fixés dans un premier temps avec du PFA4% + sucrose (14% wi/v, Sigma)
dilué dans du PBS1X pendant 10 minutes a RT, puis rincés 2 fois avec du PBS1X et fixés a
nouveau dans du méthanol (VWR Chemicals) pendant 10 minutes a -20°C, puis rincés et
marqués comme décrit précédemment. Cette double fixation permet d’éviter la perte de la
fluorescence de la GFP transfectées (quench) suite a une fixation avec du méthanol. Les
anticorps secondaires pour révéler I'anti-VGLUT1 sont un Fab (chevre anti-lapin, 1:400,
Jackson Immunoresearch) pendant 45minutes puis la streptavidine-Alexa350 (1:400, Jackson

Immunoresearch) pendant 30 minutes.
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Pour la caractérisation des différents types cellulaires dans les cultures, les cellules ont
été fixées avec du PFA4% + sucrose (14% wilv, Sigma) dilué dans du PBS1X pendant 10
minutes a RT, puis rincées 2 fois. Elles ont ensuite été perméabilisées 4 minutes dans du triton
X-100 (0.25% w/v Carl Roth) dilué dans du PBS1X, et rincées 3 fois avant la suite du protocole
(comme décrit précédemment). Les neurones ont été incubés 1 heure a RT dans un mix
d’anticorps primaires anti-MAP2 (cochon d’inde, 1:1000, Synaptic Systems), anti-GFAP
(souris, 1:500, Synaptic Systems) et anti-lbal (lapin, 1:750, Wako). Aprés 3 rincages, les
cellules ont été incubées pendant 45 minutes a RT dans un mix d’anticorps secondaires
adéquats : ane anti-cochon d’'inde-Cy3 (DaGP-Cy3, 1:400, Jackson Immunoresearch), chévre
anti-souris-405 (GaM-405, 1:400, Jackson Immunoresearch) et ane anti-lapin-Alexa488 (DaR-
488, 1:400, Jackson Immunoresearch). Les cellules ont été rincées et les lamelles montées
sur lame avec du Mowiol 4-88 (48 mg/mL, Sigma).

Pour la colocalisation de A;aR aux synapses glutamatergiques en microscopie en
PALM/STORM, la fixation et le protocole sont les mémes que ci-dessus, sauf que les solutions
contenant du GS sont préparées a 10%. Les neurones, transfectés avec PSD-95.FingR, ont
été incubés avec un anticorps primaire anti-A2AR (lapin, 1:100, Alomone labs) pendant 1h a
RT, rincés 3 fois et incubés pendant 45 minutes a RT avec les anticorps chévre anti-lapin-Cy3
(GaR-Cyg3, 1:300, Jackson Immunoresearch). Les cellules sont rincées et placées dans une

chambre pour I'imagerie sur le microscope STORM (voir rubrique PALM/STORM).

Pour la détection des Az R aux synapses glutamatergiques au cours de la
synaptogenése, les cellules ont été fixées avec du PFA, perméabilisées et bloquées (comme
décrit précédemment). Les neurones ont d’abord été incubés 1 heure a RT avec I'anticorps
primaire anti-A2aR (lapin, 1:100, Alomone labs) et anti-VGLUT1 (cochon d’inde, 1 :500,
Synaptic Systems), puis, aprés 3 ringcages, pendant 45 minutes avec les anticorps secondaires
chévre anti-lapin (GaR-Cy3, 1:400, Jackson Immunoresearch) et ane anti-cochon d’inde-

Alexa488 (Dagp-488, 1:400, Jackson Immunoresearch).

Pour la détection des AR dans les microglies ou les astrocytes au cours de la
synaptogeneése, les cellules ont été fixées avec du PFA, perméabilisées et bloquées (comme
décrit précédemment). Les marquages ont été réalisés en séquentiel car les anticorps anti-
A2xR et anti-lbal ont été produits dans la méme espéce héte. Les neurones ont d’abord été
incubés 1 heure a RT avec I'anticorps primaire anti-A2aR (lapin, 1:100, Alomone labs), puis les
anticorps secondaires composés de fragments Fab-Cy3 (chévre anti-lapin, 1 :400, Jackson
Immunoresearch) pendant 45 minutes et, aprés 3 ringcages, Fab-non conjugué (chévre anti-
lapin, 1 :400, Jackson Immunoresearch) pendant 45 minutes pour bloquer les sites non
spécifiques. Les neurones ont ensuite été incubés 1 heure a RT dans un mix d’anticorps

primaires anti-GFAP (souris, 1:500, Synaptic Systems) et anti-lbal (lapin, 1:750, Wako). Aprés
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3 rincages, les cellules ont été incubées pendant 45 minutes a RT avec les anticorps
secondaires chevre anti-souris-405 (GaM-405, 1:400, Jackson Immunoresearch) et ane anti-
lapin-488 (DaR-488, 1:400, Jackson Immunoresearch).

Acquisitions d’images en microscopie a fluorescence standard et analyses d’images.

L’acquisition des images a été réalisée sur un microscope droit DM6000 a épifluorescence de
Leica (Nussloch, Allemagne), avec un objectif 63X (ouverture numérique 1.40) et une caméra
12-bit CCD (Micromax, Roper Scientific) dirigée par le logiciel MetaMorph (Version 7.7, Roper
Scientific, Evry, France). Le temps d’exposition a été déterminé sur des cellules avec un
marquage de forte intensité, pour obtenir le meilleur ratio fluorescence/bruit et éviter la
saturation des pixels. Toutes les images d’'une culture donnée ont été acquises avec les

mémes paramétres d’acquisition et le méme jour.

Les quantifications ont été effectuées en double aveugle sur le logiciel MetaMorph (version
7.7, Roper Scientific). Pour l'analyse des clusters, une dendrite primaire a d’abord été
sélectionnée et une région d’intérét (ROI) tracée manuellement. La ROI commencait
systématiquement apres le corps cellulaire du neurone et la plus grande portion isolée et
distincte de dendrite a été choisie (~40-200um). Les images ont été filtrées en lissant le fond
(filtre 3x3x2) pour renforcer les contours des clusters, et un seuil d’intensité a été appliqué
pour sélectionner les clusters et éviter la fusion de clusters distincts. Les clusters ont été
délimités et considérés comme tels a partir de 2 pixels, et sur les ROIls sélectionnées, le
nombre moyen, l'aire et l'intensité de fluorescence des clusters ont été calculés. Pour
VGLUTL, les tailles de clusters étaient toujours bien plus importantes que 3 pixels, et les
marquages diffus n’étaient pas considérés car pouvant correspondre a des paquets mobiles
dans la dendrite. Pour les quantifications de colocalisation entre les clusters de VGLUTL1 et
PSD-95, GIuAl ou NR1, ces derniers, avec une taille minimale de 2 pixels et une superposition
d'1 pixel au moins, ont été comptés comme colocalisés a la synapse. La longueur de la
dendrite sur la ROl a été mesurée pour estimer le nombre de clusters, synaptiques ou non,
sur 100 um. Pour chaque culture, plus de 10 neurones ont été analysés par condition
expérimentale. La densité de synapses étant variable entre les cultures, le nombre de clusters
pour 100 um dans chaque culture a été normalisé par rapport aux valeurs des conditions

contréle respectives, ce qui permet la comparaison des données entre les cultures.
Suivi de molécules uniques (single-particle tracking, SPT) et analyses.

Les neurones ont été marqués comme décrit précédemment (Bannai et al., 2006; Battaglia et
al., 2018). Brievement, les cellules ont été incubées dans un milieu pour I'imagerie pendant 5

minutes & 37°C avec un anticorps anti-GFP (souris, 1 :1000, Roche) puis rincées plusieurs
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fois. Le milieu d’'imagerie contient du milieu minimal essentiel (MEM) sans phénol rouge
supplémenté avec du glucose (33 mM, Sigma), de I'Hepes (20 mM), de la glutamine (2 mM),
du Na+-pyruvate (1 mM) et du B27 (1X) (Invitrogen). Les neurones sont ensuite incubés
pendant 1 minute avec des fragments F(ab')2 d’anticorps secondaires couplés a des quantum
dots (QDs) émettant & 655nm (chevre anti-souris, 1:500, 2nM Invitrogen) dans un milieu
contenant 10% (v/v) de caséine (Sigma). Aprés plusieurs rincages (6-7) dans le milieu
d’'imagerie, les neurones sont transférés dans une chambre d’enregistrement. Les cellules ont
été imagées comme décrit précédemment (Battaglia et al., 2018), avec un microscope inversé
Olympus 1X71 équipé d’un objectif 60X (ouverture numérique 1.42, Olympus) et un
monochromateur Lambda DG-4 (Sutter Instrument). Les images de Homer-DsRed et
l'enregistrement en temps réel des QDs fixés sur GIuAl (temps d’intégration 30ms sur 1200
images consécutives) ont été acquises avec une caméra Hamamatsu ImageM EMCCD et le
logiciel MetaVue (Meta Imaging 7.8). Les cellules ont été imagées a partir de 10 minutes aprés
le marquage et le traitement, pendant 30 minutes.

Le suivi des QDs et la reconstruction de leurs trajectoires ont été réalisés avec un logiciel
Matlab personnalisé (The Mathworks, Natick, MA) (Bannai et al., 2006; Battaglia et al., 2018).
Pour une cellule, une ou deux sous-régions des dendrites imagés ont été quantifiées. Les
trajectoires des QDs qui se croisaient ont été écartées de l'analyse. Les trajectoires
synaptiques ou extrasynaptiques ont été caractérisées respectivement par leur superposition
ou une distance de 2 pixels (380nm) avec le masque synaptiqgue Homer-DsRed (Lévi et al.,
2008). Les valeurs du déplacement carré moyen (MSD) en fonction du temps ont été calculées

pour chaque trajectoire en appliquant la relation suivante :
1 =0 . . 2 . . 2
MSD(n7) = = 3| (x(( + M) = x(ie))" + (y((+ mz) - y (o))" |,
- i=1

dans laquelle T est le temps d’acquisition, N est le nombre total d’images, n et i sont des
nombres entiers positifs, n définissant I'incrément temporel (Saxton and Jacobson, 1997). Les
coefficients de diffusion (D) ont été calculés en ajustant les quatre premiers points sans origine

MSD(n7)=4Dnz+b oy p est une constante

de la courbe « MSD vs. temps » avec I'équation :
reflétant la précision de la localisation des points. Le temps de résidence synaptique a été
défini comme la durée de détection des QDs aux synapses sur un enregistrement, divisée par
le nombre de sorties comme détaillé précédemment. Les temps de résidence < 5 images n’ont
pas été retenus pour I'analyse. L’aire explorée de chaque trajectoire a été définie comme la

valeur MSD de la trajectoire & deux intervalles de temps différents de 0.42 et 0.45s.
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Imagerie a super-résolution PALM/STORM.

L’'imagerie PALM (Photo-Activable Localization Microscopy) / STORM (Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy) a été réalisée sur des cellules fixées (voir la rubrique
immunocytochimie), sur un microscope inversé N-STORM Nikon Eclipse Ti avec un objectif
100X & huile (ouverture numérique NA 1.49) et une caméra Andor iXon Ultra EMCCD (taille
du pixel 160nm). Des lasers spécifiques pour I'imagerie PALM de FingR (PSD-95, 405 et
561nm) et STORM du Alexa Fluor 647 (A2AR, 647nm). Les films pointillistes de 10 000 images
ont été acquis a une cadence de 50ms. Le « perfect focus system » de Nikon permet de
maintenir la mise au point axiale (position z) au cours de [l'acquisition. L’imagerie
STORM/PALM a été réalisée séquentiellement. La localisation de molécules individuelles et
la reconstruction d’images 2D ont été effectuées comme décrit dans le papier de Specht et al.
(Specht, 2013), en faisant correspondre la fonction d’étalement du point (point spread function,
PSF) des fluorophores séparés spatialement a une distribution Gaussienne en 2D. Le
mouvement relatif de billes (100 nm, TetraSpeck) a été utilisé pour corriger la dérive de la
position du fluorophore en x/y au cours de I'acquisition (généralement <200nm). Les images
PALM et STORM ont été reconstituées en superposant les coordonnées des détections de
molécules individuelles, représentées par des courbes Gaussiennes en 2D de leurs intensités

unitaires, et les déviations standards (représentant la précision de la localisation, ~20nm).
Extraction de protéines et Western blot du A2AR.

Les cellules de méme culture a DIV3, 5, 7, 14, 21 ou 28 ont été rincées une fois avec du
PBS1X préchauffé a 37°C, puis placées sur glace pour la suite du protocole. Les cellules ont
été lysées avec un grattoir et un tampon de lyse (RIPA pH8, composé de 50mM Tris, 150mM
NaCl, 0,1% SDS, 0,5% déoxycholate de sodium, 1% NP-40 dilués dans de I'eau milli-Q)
supplémenté le jour méme avec un inhibiteur de protéase (1X). Une nouvelle étape de lyse
par sonication a ensuite été réalisée sur le lysat (20x0.5s a une amplitude 40) a 4°C. L’extrait
a été homogénéisé sur roue a 4°C pendant 1 heure puis centrifugé a 4°C (120009, 5 minutes)
et le surnageant a été prélevé et conservé a -80°C jusqu’au protocole de Western-Blot du
AoaR.

Modeéle murin in vivo.

Des souris C57BI6 ont été achetées chez Janvier (France) et ont été manipulées
conformément aux directives de I'Union européenne (2010/63) aprés approbation du Comité
d'éthique animale (APAFIS#20170222104585v4). Des souris a P10 (jour postnatal 10) ou P30
(jour postnatal 30) étaient anesthésiés par une injection intrapéritonéale de kétamine

(100mg/kg) et xylazine (10mg/kg) diluées dans du NacCl.
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Génotypage pour les expériences impliquant la purification des microglies.

Comme il existe un dimorphisme sexuel dans le développement du cerveau, il était important
de distinguer les males des femelles. Des échantillons de queue ont été récupérés sur les
souriceaux mis a mort a P10 et stockés a -20°C. L’ADN a été extrait avec 100uL de soude
(NaOH, 50mM) a 95°C pendant 20 min, et la réaction arrétée avec 30uL de TricHCI (1M), et
I'échantillon vortexé. L’ADN a été directement utilisé ou conservé a -20°C. Une réaction PCR
pour amplifier le géne SRY (primers Forward 5- GGAGCAGGGCTTAAGTACACAG - 3 ;
Reverse 5 - AAAGAAATGGTAAAGACAGTAAGAG-3’) a été réalisée sur 3uL de I’ADN extrait,
avec 10pL du mix GoTaq Green MasterMix. Ce géne impliqué dans la différenciation des
gonades en testicules est porté par le chromosome Y et donc présent seulement chez les
males. Les 35 cycles du programme étaient définis sur des paramétre classiques, avec une
température d’alignement a 55°C. Le produit amplifié était migré sur un gel 2% d’agarose-BET
a 135V pendant 40 min.

Purification des microglies.

Aprés anesthésie, les souris ont été perfusées en intracardiaque avec du tampon phosphate
salin (PBS) froid afin de vider le sang des vaisseaux sanguins et particulierement ceux du
cerveau. Le cerveau a été récupéré et rapidement disséqué afin de retirer le striatum et le
cervelet (deux régions qui expriment beaucoup le A2aR) et ne conserver que le cortex et
I'hippocampe. Les cellules ont subi une double dissociation avec le kit Neural Tissue
dissociation (P) (Miltenyi Biotec) : une dissociation chimique avec la protéase papaine a 37°C
pendant 15 min, combinée a une dissociation mécanique par le passage du tissu a travers des
pipettes Pasteur érodées avec un diamétre de plus en plus fin, en présence d’'une DNase pour
dégrader I'ADN extracellulaire libéré par les cellules lysées. La suspension de cellules a
ensuite été filtrée a travers des tamis cellulaires en nylon (maillage 70um, Fisherbrand). Un
gradient de Percoll 75-25%-PBS a permis d’isoler les cellules (neurones, microglies,
astrocytes) de la gaine de myéline et des débris cellulaires aprés une centrifugation de 30 min
a 800g a 4°C. Les cellules situées a l'interphase du Percoll 25% et 75% ont été récupérées,
lavées dans du PBS1X et resuspendues dans une solution composée d’EDTA (2 mM) et 0,5%
BSA dans du PBS1X (tampon MACS). Elles ont été incubées pendant 15 minutes avec des
anticorps dirigés contre la protéine microgliale CD11b couplés a des billes magnétiques
(Miltenyi Biotec), puis passées a travers une colonne exposée a un fort champ magnétique
(Colonnes MS et MACS Separator, Miltenyi Biotec). Aprés trois lavages au tampon MACS, les
cellules retenues grace aux billes magnétiques ont été récupérées. Le rendement en microglie
a été évalué par cytométrie de flux (MACSQuant VYB Miltenyi Biotec), entre des échantillons

récupérés apres le gradient de Percoll ou apres la séparation magnétique, incubés avec un
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anticorps anti CD11b-FITC (1:200, Invitrogen) pendant 15 minutes a 4°C puis du DAPI. La

purification a été considérée correcte lorsqu’un taux de 90% de microglies était atteint.
Expériences de RT-qPCR.

Extraction d’ARN et transcription inverse. Les microglies purifiées ont été centrifugées et
le culot repris dans 100uL de tampon de lyse (Ambion), puis vortexées. Le lysat a été conservé
a -80°C jusqu’a utilisation. L’ARN total a été extrait avec un kit RNAqueous (Invitrogen
RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation, Ambion), a l'aide de colonnes de centrifugation de
silice liant ’ARN, élué par réhydratation, puis traité a la DNAse afin d’éviter toute contamination
des échantillons d’ARN par 'ADN qui pourrait affecter la sensibilité et la spécificité de la RT-
gPCR, et conservé a -80°C. La concentration et la pureté des échantillons d’ARN ont été
déterminées a 'aide d’un spectrophotometre NanoDrop™ 1000 (ThermoFisher). La quantité
d’ARN et d’ADN se mesurent a des longueurs d’'onde absorbées de 260 nm et 280 nm
respectivement, et 230nm pour les molécules organiques. La pureté de 'ARN est ainsi évaluée
grace aux rapports DOazsos0 €t DOa2sor230, l1a bonne qualité de '’ARN se définit par un rapport
DO 260080 SUpérieur a 1,8. Aprés dénaturation des structures secondaires des ARNs
microgliaux, 'ARN isolé a été converti en ADNc via la reverse transcriptase Supercript Il
(Invitrogen). Les réactions ont eu lieu dans un mix de 100ng d’amorces aléatoires et 10nM de
dNTP. Afin de vérifier que les produits de gPCR synthétisés par la suite proviennent bien de
I'ADNc et non d’une contamination par de 'ADN génomique, des contrbles négatifs ont été
effectués en paralléle sans la transcriptase inverse (noRT) pour chaque échantillon. La
réaction de transcription inverse a eu lieu a 42°C pendant 50 minutes, et a été arrétée a 70°C
pendant 15 minutes. Aprés la réaction, la concentration d’ADNc a été ajustée a 10ng/uL avec

de I'eau milliQ.

Test des amorces. Les amorces de PCR des génes cibles et de deux génes de ménage ont
été construits via l'outil “Primer-BLAST” du logiciel National Center for Biotechnology
Information (NCBI), de fagcon a ce qu’un intron se trouve entre les deux amorces afin d’éviter
I'amplification d’ADN génomique résiduel. Deux couples d’amorces par géne d’intérét ont été
testés dans un premier temps par réaction PCR. Les réactions ont eu lieu dans une solution
contenant 10 ng d’ADNCc et la DreamTaq (ThermoFisher). Un contréle sans ajout de produit
RT mais avec de 'eau et un autre avec le produit de noRT ont été effectués. Les 40 cycles
pour 'amplification ont été définis avec des paramétres classiques de PCR et la température
d’alignement réglée a 59°C sur le thermocycleur (Eppendorf). Les produits amplifiés ont
ensuite migré sur un gel 1,5% d’agarose a 135V pendant 35 min. Un marqueur de taille 1KB
(1kbPlus DNA ladder ThermoFisher) a été utilisé. La linéarité des amorces retenues a ensuite
été testée par qPCR a partir d'une gamme d’ADNc de RT de cerveau de souris. Le kit utilisé

pour la réaction de gPCR était le ABsolute Blue QPCR Mix Sybr Green (ThermoFisher),
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contenant 'ADN polymérase Taq, des dNTP (désoxyribonucléotides triphosphate), ainsi
qu'une sonde d’ADN fluorescente permettant la détection de 'ADN amplifié. Le méme

programme que pour la PCR classique (Thermocycler QuantStudio5 ThermoFisher) a été

appliqué.

Géne cible Amorces Taille produit (pb)
Sens 5-CATTGGGCCACAGACCTACT-3
Adora1 137
(NM_001039510.2) Antisens 5-TGTACCGGAGAGGGATCTTG-3’
Sens 5-GTGGGAGCCAGAGCAAGAG-3
Adora2a 135
(NM_009630.3) Antisens 5-CCAGGGAGAGCTTCCCAAAG-3
Sens 5-CTGCTGATCTTCACCCATGCT-3’
Adora3 134
(NM_009631.4) Antisens 5-CAAAGGCCCAAGAATAGCCA-3
Sens 5-TGCTCGAGATGTCATGAAGG-3
mHprt 196
(NM_013556.2) Antisens 5-TATGTCCCCCGTTGACTGAT-3’
Sens 5-CCATCGTGTCATCAAGGACTT-3’
Cyp 216
Antisens 5-TTGCCATCCAGCCAGGAGGTC-3

dgPCR de ’ADNc des microglies purifiées. Le niveau d’expression des ARNm des génes
d’intéréts a été déterminé grace a des réactions de qPCR a partir de 40ng de '’ADNc obtenu
a partir de 'ARN total des microglies purifiés, en utilisant le méme ABsolute Blue QPCR Mix
Sybr Green que pour le test de linéarité des amorces. Des réactions dans un volume de 10uL
ont été réalisées en triplicat pour chaque échantillon sur des plaques de 384 puits. Le contrble
sans ADNc mais en présence de 'ARN a été effectué pour chaque géne en mixant les
réactions de noRT des échantillons utilisés. Une gamme d’ADNc de 16 a 2ng a été réalisée
pour chaque géne sur chaque plaque de gPCR en mixant '’ADNc de chaque échantillon utilisé
sur la plaque. Tous les échantillons étaient placés dans l'appareil de PCR en temps réel
QuantStudio™. Une courbe de fusion a l'issue des 40 cycles permettait de vérifier qu’il y a un
produit d’amplification unique dans chaque condition. Les courbes standards et les courbes
d’'amplifications pour chacun des quatre génes ont été obtenues grace au logiciel
QuantStudio™,

Les courbes d’amplification permettent de définir un seuil de fluorescence ou le signal est
supérieur au bruit de fond et est situé dans la phase exponentielle de 'amplification. Il est
déterminé par le logiciel de l'appareil (QuantStudio™) en tenant compte des courbes
d’amplification de tous les génes cibles. Les Ct (cycle de seuil) des différents échantillons sont
alors déterminés : ils correspondent au nombre de cycles nécessaires pour atteindre ce seuil.
Quant a lefficacité d’amplification (EA), elle est révélée a partir de la pente des courbes
standards. Celle-ci est en théorie égale a 100% (doublement du nombre d’amplicons a chaque

cycle), mais des EA comprises entre 90% et 110% sont acceptables. Seules les valeurs au
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sein d’un triplicat dont le SD des CT n'excédait pas 0.250 ont été conservées pour I'analyse.
Enfin, pour I'expression des résultats, la quantité d’ADNc de chaque géne cible est normalisée
par rapport a celle de deux génes de référence (Cyp et mHprt), en utilisant le calcul suivant :
Qgene cible /Qreterence = (L+EA) 2¢t avec ACt=Ct(référence) — Ct (géne cible).

Immunohistochimie et microscopie confocale in vivo.

Pour I’étude de I'expression du A;.R microglial in vivo, apres anesthésie des souris, une
perfusion intracardiaque de PB (0,12M) PFA 4% a éteé réalisée jusqu’a fixation de I'organisme
de I'animal, soit environ 50mL pour une souris a P10 et 100mL pour une souris a P30. Les
cerveaux ont ensuite été extraits du crane et post-fixés dans la méme solution pendant une
nuit a 4°C. lls ont été transférés le lendemain dans une solution de PB 30% sucrose
(D+saccharose) a 4°C aprés plusieurs ringages dans du tampon phosphate (PB). Les
cerveaux ont été coupés au cryotome (ThermoFisher) en tranches coronales de 50um
d’épaisseur, récupérées dans du PB, puis stockées a 4°C. Si 'immunohistochimie n’était pas
réalisée les jours suivant, les tranches ont été transférées dans une solution d’amaral
(composée d’éthylene glycol 30% (Sigma Aldrich), de glycérol 30% (Sigma Aldrich) dans du
tampon phosphate 0.12M)) pour étre conservées a -20°C. Avant le marquage, les tranches
sélectionnées (n=3 par animal) ont été lavées plusieurs fois dans du PB sous agitation.
L’incubation dans du citrate de sodium (50 mM, pH 9), pendant 30 minutes & 80°C a permis
un démasquage antigénique, puis les tranches ont été a nouveau rincées plusieurs fois dans
du PB. Les tranches ont été incubées les anticorps primaires anti-A2A (lapin, 1 :500, Alomone
Labs), anti-lbal (cochon d'inde, 1 :500, Jackson Immunoresearch) dilués dans du PB avec
Triton X-100 0.03% NaN3 0.02% pendant 24h a température ambiante puis 4 nuits a 4°C.
Apres de nouveaux lavages au PB, les coupes ont été incubées dans une solutions d’anticorps
secondaires couplés a Cy3 (ane anti-lapin, 1 :500, Jackson Immunoresearch) et Alexa488
(&ne anti-cochon d’inde, 1 :500, Jackson Immunoresearch) pendant 48h a 4°C. Les tranches
ont été incubées dans une solution de DAPI (1:5000) pendant 20min a température ambiante
avant le montage des tranches sur lamelle avec du Mowiol. Les images ont été acquises au
microscope confocal (Leica SP5) avec I'objectif 40X en utilisant le logiciel d'imagerie standard
de Leica. Des mosaiques au niveau du gyrus denté de I'hippocampe ont été acquises sur

12um d’épaisseur avec un pas de 0,5um.

Pour la quantification de la densité des synapses excitatrices aprés traitement
chronique par SCH-58261 ou caféine pendant la synaptogenése in vivo, des souris
sauvage C57bl6 (Janvier) ont recu des injections intrapéritonéales chroniques de solution
saline ou de SCH-58261 (0,1 mg/kg) entre P3 et P16. Les animaux sont restés avec leur mére
dans leur cage d'origine entre les injections et ont été collectés pour I'expérimentation a P16.

Les souris (P16) ont ensuite été perfusées par voie transcardiaque avec un FSCA glacé
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(contenant en mM : NaCl 125, KCI 2,5, CaClI2 2,5, MgCI2 2, NaHCO3 26, NaH2PO4 1,25,
glucose 25 a pH 7,4 (43), puis post-fixées dans du PFA a 4% a 4°C pendant 75 minutes. Les
cerveaux fixés ont été cryoprotégés dans 30 % de saccharose et des coupes parasagittales
flottantes ont été réalisées a l'aide d'un cryotome a une épaisseur de 30 um. Une
immunohistochimie a été réalisée sur les sections flottantes. Les coupes ont été rincées et
perméabilisées dans du PBS avec 0.2% Triton X-100 a température ambiante, puis rincées 3
fois. Les tranches ont été bloquées avec du I'albumine sérique bovine a 5% (BSA, Euromedex)
pendant 1 heure a température ambiante, puis incubées avec les anticorps primaires anti-
VGLUT1 (cochon d’inde, 1 :500, Synaptic Systems) dans une solution de BSA a 5% avec du
PBS+ 0.2% TritonX-100 pendant 12heures a 4°C. Les coupes ont été rincées 3 fois dans du
PBS. Elles ont été incubées dans I'anticorps secondaire Cy3 (chévre anti-lapin, 1 :500,
Jackson Immunoresearch) pendant 5heures a RT, puis rincées 3 fois avec du PBS. Les
coupes ont ensuite été incubées avec du DAPI (1:2000) pendant 20 minutes, rincées a
nouveau et montées sur lame. Les images ont été acquises au microscope confocal (Leica
SP5) avec l'objectif 63X en utilisant le logiciel d'imagerie standard de Leica. Des mosaiques
au niveau de I'hippocampe ont été acquises et les images ont été analysées sur le logiciel
IMARIS avec l'outil Spots.

Pour la quantification de la densité de microglies aprés traitement chronique par SCH-
58261 ou caféine pendant la synaptogenése in vivo, les animaux a P16 ont été perfusés
et les coupes flottantes préparées comme indiqué ci-dessus. Les coupes ont été rincées et
perméabilisées dans du PBS avec 0.2% Triton X-100 a température ambiante, puis incubées
dans du PBS avec 0.3% H:0, (Sigma) pendant 30 minutes, et rincées a nouveau 3 fois dans
du PBS avec 0.2% Triton X-100. Les tranches ont été bloquées avec du sérum de chévre
normal a 5% (NGS, Vector) pendant 1 heure a température ambiante, puis incubées avec les
anticorps primaires anti-lbal (lapin, 1 :1000, Wako) dans une solution de NGS a 5% avec du
PBS+ 0.2% TritonX-100 pendant 12heures a 4°C. Les coupes ont été rincées 1 fois dans du
PBS+ 0.2% TritonX-100 puis 2 fois dans du PBS. Elles ont été incubées dans l'anticorps
secondaire biotinylé (chévre anti-lapin, 1 :400, Vector) pendant 1lheure a RT, puis rincées 3
fois avec du PBS. Les coupes ont ensuite été incubées avec un Kit ABC (Vector) pendant 2
heures, rincées a nouveau et incubées dans du DAB (Sigma). Aprés 3 courts ringages dans
I'H20, les coupes sont rincées avec du sérum physiologique et montées sur lames. Elles sont
déshydratées avec des incubations successives dans de I'éthanol a 30%, 70%, 95%, 100%
puis dans du toluene et recouvertes d’'une lamelle. Les images ont été acquises sur un
microscope confocal Zeiss (LSM710, Axioscan), en lumiere transmise avec un objectif 20X et
un zoom 1. Les images ont été analysées sur ImageJ avec une macro personnalisée utilisée

pour mesurer la surface marquée et l'intensité sur différentes ROls.
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Pour la gquantification de la phagocytose des synapses par les microglies apres
traitement néonatal chronique par SCH-58261 ou caféine pendant la synaptogenese in
vivo, les animaux a P16 ont été perfusés et les coupes flottantes préparées comme indiqué
ci-dessus. Les tranches ont été rincées dans du PBS, puis incubées PBS avec 0.3% TritonX-
100 puis 5 minutes dans du PBS + 0.02% Tween (Fisher). Les coupes ont été bloquées dans
du PBS + 0.3% TritonX-100 avec du NGS a 3% (Vector) et de I'albumine sérique bovine a 3%
(BSA, Euromedex) pendant 1 heure a température ambiante, puis incubées avec les anticorps
primaires anti-CD68 (rat, 1 :500, Biorad) dans la solution de blocage pendant 12heures a 4°C.
Les tranches ont été rincées 3 fois dans du PBS, puis incubées dans les anticorps secondaires
Alexa488 (chevre anti-rat, 1 :500, Life Technologies) dilués dans du PBS pendant 2 heures a
RT, et rincées 3 fois avec du PBS. Les coupes ont été incubées dans du NGS a 10% dilué
dans du PBS+0.2% TritonX-100 pendant 1h a RT, puis dans une solution d’anticorps primaires
anti-synaptophysine (Syp, lapin, 1:250, Abcam) et anti-Homerl (poulet, 1 :400, Synaptic
Systems) dans du PBS+0.2% TritonX-100+5%NGS a 4°C pendant 12h. Les coupes ont
ensuite été rincées 3 fois dans du PBS, puis incubées avec les anticorps secondaires
Alexa647 (chévre anti-lapin, 1 :500, Invitrogen) et Alexa594 (ane anti-poulet, 1 :500, Jackson
Immunoresearch) dilués dans du PBS pendant 1 heure & RT. Les tranches sont rincées 3 fois
et incubées dans du DAPI (1 :5000, ThermoFisher) pendant 5 minutes, et ringées a nouveau
2 fois et 1 autre fois avec du sérum physiologique. Les coupes ont été montées sur lame et
traitées avec de I'éthanol a 70%, puis du noir soudan et a nouveau de I'éthanol 70%. Elles ont
été rincées avec du sérum physiologique et recouvertes d’'une lamelle. Les images ont été
acquises sur un microscope confocal Zeiss (LSM710, module AIRYSCAN), avec I'objectif 63X.
Les acquisitions ont été analysée sur IMARIS par reconstruction 3D, avec I'outil Surface pour
CD68, Spots pour Homer1 et Syp. L’extension IMARIS Spots into Surface a été utilisée pour

la colocalisation des marqueurs synaptiques dans les lysosomes microgliaux.
Microscopie électronique du AzaR in vivo.

Préparation des tissus. Trois souris P7 et P30, obtenues a l'animalerie (Ecole de médecine,
Université de Castilla-La Mancha), ont été utilisées dans cette étude pour les analyses
immunohistochimiques préalables a l'inclusion. Les soins et la manipulation des animaux
avant et pendant les procédures expérimentales étaient conformes aux réglementations
espagnoles (RD 1201/2005) et de I'Union européenne (86/609/CE), et les protocoles ont été
approuvés par le comité de protection et d'utilisation des animaux de I'université. Pour chaque

stade de développement, les animaux utilisés provenaient de portées différentes.

Pour I'immunohistochimie, les animaux ont été anesthésiés par injection intrapéritonéale de
kétamine/xylazine 1:1 (0,1 ml/kg de poids corporel) et perfusés par voie intracardiaque avec

un fixateur glacé contenant 4 % de PFA, avec 0,05 % de glutaraldéhyde et 15 % (v/v) d'acide
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picrique saturé dans un tampon phosphate 0,1 M (PB, pH 7,4). Apres perfusion, les cerveaux
ont été retirés et immergés dans le méme fixateur pendant 2 heures ou 12 heures a 4C. Les
blocs de tissus ont été lavés soigneusement dans du PB 0,1 M. Des sections coronales de 60
pm d'épaisseur ont été coupées sur un Vibratome (Leica V1000). Les anticorps primaires
suivants ont été utilisés : anti-A2A (cochon d’inde, 3-5 pg / mL, Frontier Institute). Les
caractéristiques et la spécificité de I'anticorps ciblant A2A ont été décrites ailleurs (Quiroz et
al., 2009). Les anticorps secondaires utilisés étaient des 1gG de chévre anti-cochon d'Inde
couplés a de I'or de 1,4 nm (1:100 ; Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, USA).

Immunohistochimie  pour la  microscopie  électronique. Les  réactions
immunohistochimiques pour la microscopie électronique ont été réalisées en utilisant la
méthode immunogold de pré-embedding décrite précédemment (Lujan et al., 1996). En bref,
les sections flottantes ont été incubées dans du NGS dilué dans du TBS a 10 % (v/v). Les
sections ont ensuite été incubées dans des anticorps anti-A2A [3-5 ug/ mL dilués dans du
TBS contenant 1 % (v/v) de NGS], puis dans des IgG de chévre anti-cochon d'inde couplées
a de l'or de 1,4 nm (Nanoprobes Inc., Stony Brook, NY, USA), respectivement. Les sections
ont été postfixées dans du glutaraldéhyde a 1 % (v/v) et lavées dans de I'eau bidistillée, puis
les particules d'or ont été rehaussées a l'argent avec un kit HQ Silver (Nanoprobes Inc.). Les
sections ont ensuite été traitées au tétraoxyde d'osmium (1 % dans un tampon phosphate 0,1
m), colorées en bloc a l'acétate d'uranyle, déshydratées dans des séries graduelles d'éthanol
et enrobées a plat sur des lames de verre dans de la résine Durcupan (Fluka). Les régions
d'intérét ont été coupées a 70-90 nm sur un ultramicrotome (Reichert Ultracut E, Leica,
Autriche) et recueillies sur des grilles de cuivre recouvertes de pioloforme a fente unique. La
coloration a été effectuée sur des gouttes d'acétate d'uranyle aqueux a 1 % suivies de citrate
de plomb de Reynolds. Les analyses ultrastructurales ont été réalisées dans un microscope

électronique Jeol-1010.

Quantification de lI'immunoréactivité A-aR dans les cellules pyramidales CAl. Pour
déterminer l'abondance relative des A2AR dans les épines dendritiques des cellules
pyramidales CA1l, et leur association avec les synapses excitatrices, les immunoparticules
identifiées dans chaque zone de référence et présentes dans les épines dendritiques ont été
comptées. Comme les différences dans la distribution des immunoparticules entre tous les
échantillons n'étaient pas statistiquement significatives (P > 0,43, test non paramétrique de
Kolmogorov-Smirnov), les données ont été regroupées. La longueur de la membrane de
I'épine dendritique depuis le bord de la jonction synaptique et la longueur depuis le centre de
chaque immunoparticule présente ont ensuite été mesurées le long de la membrane
plasmique jusqu'au bord de la densité postsynaptique, a l'aide d'une tablette de numérisation

et du logiciel approprié (ImagelJ). Enfin, le nombre dimmunoparticules a été exprimé en
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fréquence relative dans des segments membranaires de 60 nm de la membrane de I'épine,
obtenant ainsi une valeur normalisée de I'abondance relative de A2AR le long des épines

dendritiques des cellules pyramidales CAL.
Statistiques.

La sélection de la taille des échantillons adaptée pour les expériences est basée sur des
expériences publiées, des études pilotes ou I'expertise interne au laboratoire. Toutes les
données ont été utilisées dans les analyses, sauf dans de rares cas explicités. Les cellules
montrant des signes de souffrance (présence de blobs, neurites fragmentés) n’ont pas été
prises en compte dans les analyses. Pour toutes les quantifications, les valeurs présentées
sont des moyennes + s.e.m, et les différences sont significatives pour les p-values inférieures
a 0.05 (*p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001; ****p<0.0001). Pour les données des
immunocytochimie et immunohistochimie, de gPCR ainsi que les temps de résidence en SPT,
les moyennes ont été comparées soit avec le test non paramétrique de Mann-Whitney (t-test)
ou en utilisant une ANOVA non paramétrique Kruskal-Wallis suivie d’un test post hoc Dunnett
sur le logiciel GraphPad Prism (version 8.0.2). Pour les mesures de coefficients de diffusion
ou d’aire explorée et SPT, les valeurs n’ayant pas de distribution normale ont été comparées
avec un test non paramétrique de Kolmogorov—Smirnov sur Matlab (The Mathworks, Natick,
MA).
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Tableaux récapitulatifs des anticorps utilisés.

Anticorps

Concentration

o Fournisseur Référence Espéce o
primaires utilisée
anti-A2AR Alomone Labs AAR-002 Lapin 1:100
anti-A2AR Frontiers Institute AB_2571656 Cochon d’inde 3-5 uyg/mL

anti-CD11b- ) )
Invitrogen AB_464936 Souris 1:100

FITC
anti-CD68 BioRad MCA1957 Rat 1:500

anti-C1q Abcam ab71940 Souris 1:1000

) . 173 011 ]
anti-GFAP Synaptic Systems Souris 1:500
anti-GFP Roche 11 814 460 001 Souris 1:1000
anti-GluA1l Millipore PC246 Lapin 1:200

anti-Homerl Synaptic Systems 160 006 Poulet 1:400
Jackson
anti-lbal 234 004 Cochon d’inde 1:500
Immunoresearch
anti-lbal Wako 019-19741 Lapin 1:750

) _ 188 004
anti-MAP2 Synaptic Systems Cochon d’inde 1:1000

) Invitrogen MA1045 )

anti-PSD-95 Souris 1:175
anti-Syp Abcam ab14692 Lapin 1:250
) . 135 303 )

anti-VGLUT1 Synaptic Systems Lapin 1:500
) . 135 304

anti-VGLUT1 Synaptic Systems Cochon d’inde 1:500
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Anticorps i o . Concentration
) Fournisseur Référence Espece o
secondaires utilisée
Fab-non Jackson o
711-007-003 Chévre anti-lapin 1:400
couple (GAR) Immunoresearch
Fab-biotinylé Jackson . S
111-067-003 Chévre anti-lapin 1:400
(GAR) Immunoresearch
Biotinylé —_—
Vector BA-1000 Chevre anti-lapin 1:400
(GAR)
Alexa488 Jackson S
711-545-152 Ane anti-lapin 1:400
(DAR) Immunoresearch
Jackson o
Cy3 (DAR) 711-165-152 Ane anti-lapin 1:500
Immunoresearch
Jackson S
FITC (GAR) 111-095-003 Chevre anti-lapin 1:400
Immunoresearch
Fab-Cy3 Jackson S
711-167-003 Chévre anti-lapin 1:400
(GAR) Immunoresearch
Jackson . S
Cy3 (GAR) 111-165-003 Chévre anti-lapin 1:300/1 :400
Immunoresearch
Alexa647 ) . .
Invitrogen A21245 Cheévre anti-lapin 1:500
(GAR)
Alexa405 Jackson ) )
115-475-003 Chevre anti-souris 1:400
(GAM) Immunoresearch
Jackson ) )
Cy3 (GAM) 115-165-206 Chévre anti-souris 1:400
Immunoresearch
Alexa488 Jackson Ane anti-cochon
706-545-148 ] 1:400
(DAGP) Immunoresearch d’inde
Jackson Ane anti-cochon
Cy3 (DAGP) 106-165-003 ] 1:400
Immunoresearch d’'inde
Nanogold Chévre anti-cochon
Nanoprobes Inc. 2054 ] 1:100
(GAGP) d’'inde
Alexa488 ) ) . i
Life Technologies A11006 Chévre anti-rat 1:500
(GARat)
Alexa594 Jackson )
703-585-155 Ane anti-poulet 1:500
(DACh) Immunoresearch
Streptavidine- _
Invitrogen S-11249 - 1:400
Alexa350
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RESULTATS

Présentation du modéle in vitro

L’étude des mécanismes de stabilisation ou élimination des synapses a été menée sur un
modele biologique de circuit neuronal in vitro. Il s’agit de cultures de neurones hippocampiques

de rat, contenant des neurones, des astrocytes et des microglies (Figure 1).

Figure 1: Les cultures de neurones hippocampiques de rat sont composées de neurones et de
cellules gliales. Image représentative des marquages de MAP2 (rouge), GFAP (bleu) et Ibal (vert)

dans des cultures mixtes neurones+astrocytes+microglie a DIV (day in vitro) 8. Barre d’échelle : 20um.
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Objectif 1. Expression du récepteur A2A au cours du temps aux synapses

glutamatergiques et dans les cellules gliales in vitro et in vivo

Pour étudier I’expression du A»aR au cours de la synaptogenése dans des cultures
mixtes neurones-glie hippocampiques de rat, je me suis intéressée a I'expression du AzaR par
des approches biochimiques. Aprés extraction des protéines dans des cultures a DIV 3, 5, 7,
14 21 ou 28, des expériences de Western-blot ont montré un pic d’expression du Az;xR dans
la culture a DIV7 (Figure 2).

g g L N &P
& Q < S Q S
62—
A2AR
44—
42— B-actin

Figure 2 : Expression du A2aR dans les cultures de neurones hippocampiques de rat. Exemple
de western-blot du A2aR aprés extraction des protéines entre DIV3 et DIV28.

Pour déterminer dans quel type cellulaire le A2aR est exprimé, jai quantifié a
différents temps, grice a des immunomarquages, I'expression du A;sR aux synapses

glutamatergiques, dans les astrocytes ainsi que dans les microglies (Figures 3-7).

En marquant par immunocytochimie le A2aR et le compartiment présynaptique des
synapses glutamatergiques VGLUTL, jai déterminé I'expression et la localisation du A.aR
dans les neurones et en particulier aux synapses excitatrices glutamatergiques au cours de la
synaptogenése, en collaboration avec Chloé Masson. J'ai observé que le A2xR n’était pas
distribué de maniere diffuse a la surface des neurones mais qu'il formait des agrégats dont
certains colocalisaient avec les agrégats présynaptiques de VGLUT1 et ceci quel que soit le
stade étudié (Figure 3A). Le nombre d’agrégats de AR était faible & DIV3 puis augmentait
ensuite entre DIV7 et DIV21 (Figure 3A). Le nombre d’agrégats de VGLUT1 augmentait en
parallele entre DIV3 et DIV21 (Figure 3A). Jai ensuite quantifié ces observations. Les
quantifications ont révélé que le nombre de synapses glutamatergiques enrichies en AzaR
atteignait un pic entre DIV7 et DIV14 (Figure 3C), c’est-a-dire pendant la période la plus
active de la synaptogenése, caractérisée par la hausse importante du nombre de boutons
VGLUTL1 qui atteignait son maximum a DIV14 (Figure 3B) (Dailey and Smith, 1996). A ce
stade, j’ai observé que toutes les synapses glutamatergiques n’exprimaient pas le A2aR. Ainsi,
le A2aR était détecté a 23,5 % des synapses glutamatergiques des neurones hippocampiques

a DIV7, ce qui suggére un rble de ce récepteur a une sous-population de synapses. Les
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agrégats synaptiques de A2aR augmentaient de maniére significative entre DIV7 et DIV 14
pour atteindre ensuite un plateau (Figure 3D). Le AzaR était aussi retrouvé a distance des
synapses glutamatergiques (Figure 3E). Le nombre d’agrégats de AzaR non accumulés aux
synapses glutamatergiques augmentait fortement entre DIV3 et DIV7 puis ce nombre était
maintenu a un niveau stable aux stades plus tardifs (Figure 3E). Ces données permettent de
suggérer un réle du A2aR & une sous-population de synapses glutamatergiques pendant le pic
de formation des synapses glutamatergiques dans les cultures primaires de neurones

d’hippocampe.

J’ai ensuite étudié en microscopie a super-résolution PALM/STORM la localisation
subsynaptique du récepteur A2A en marguant le compartiment post-synaptique avec PSD95-
MEOS (PALM) et le A2xR (STORM) au cours de la synaptogenése (DIV7) ou a un stade plus
tardif (DIV21). L’observation d’'un certain nombre de synapses suggére un enrichissement a
DIV7 du A2sR autour de la PSD par rapport a DIV21 (Figure 3F), sans savoir si cette
localisation est pré- ou post- synaptique.

A DIV3 DIV7 DIV14 DIV21
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Figure 3 : Expression du A;aR aux synapses glutamatergiques. A. Images représentatives des
marquages VGLUT1 (vert), et A2aR (rouge) dans des neurones hippocampiques a DIV3, 7, 14 ou 21.
Barre d’échelle : 5um. Les fleches montrent des exemples de synapses excitatrices co-marquées avec
VGLUTL1 et A2aR.
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(B-E) Quantifications du nombre de boutons synaptiques glutamatergiques (VGLUT1) (B), pourcentage
de synapses co-marquées avec VGLUTL1 et A2AR (C), nombre d’agrégats de A2AR colocalisés (D) ou
non (E) a la synapse dans les neurones a DIV3, 7, 14 et 21. Le nombre de synapses marquées par
VGLUT1 augmente entre DIV7 et DIV14, ce qui correspond a la période de synaptogenese. Notez
qu’il y a plus de synapses glutamatergiques exprimant le A2AR a DIV7 (25%), et que I'expression
du récepteur augmente de fagon globale dans les cultures au cours de leur maturation. N=45 cellules,
3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs a DIV3 ;
les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis : *p<0.05; **p<0.01;
***xn<0.0001. (F) Images représentatives en super-résolution des détections du A2AR (STORM, rouge)
et PSD-95 (PALM, vert) a DIV7 ou DIV21. Notez qu'il y a plus d’agrégats de A2AR autour des clusters
de PSD-95 a DIV7 qu’a DIV21. Barre d’échelle : 1um.

En collaboration avec Rafael Lujan (Espagne), une analyse ultrastructurale du A;aR a
permis de préciser la localisation subcellulaire du récepteur A2A au niveau des synapses
excitatrices et des cellules non-neuronales. Cette analyse a montré que le AzaR est localisé
dans la région périsynaptique a P10, pendant la période de synaptogenése, et au niveau des
épines dendritiques postsynaptiqgues a P30 (Figure 4). La localisation postsynaptique du
récepteur A2A au stade adulte peut étre associée a des régulations plastiques de la synapse
impliquant des voies de signalisations AC/AMPc/PKA (voir la partie 2.2.1.2) tandis que sa
localisation périsynaptique suggere une fonction particuliere du récepteur au cours de la
période de synaptogenése, comme il a été montré pour la stabilisation des synapses

GABAergiques de I'hippocampe (Gomez-Castro et al., 2021).
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Figure 4. Localisation subcellulaire du récepteur A2A dans I'hippocampe au cours du
développement postnatal. Micrographies électroniques du stratum radiatum dans la region CAl de
I'hippocampe montrant des immunoparticules d’A2AR dans les épines dendritiques des neurones
pyramidaux, détectées par une méthode d’incorporation présynaptique immunogold (pre-embedding
immunogold). (A-B) a P7, les immunoparticules de A2AR ont été observées au niveau de la membrane
plasmique postsynaptique (fleches) sur les dendrites des neurones pyramidaux (Den) contactées par
des terminaisons axonales excitatrices (at), et au niveau de sites intracellulaires. (C) Histogramme
représentant la distribution des A2AR immunomarqués en lien avec les sites de libération de glutamate
dans les épines des neurones pyramidaux a P7. Les données montrées sont la proportion des
immunoparticules de A2AR a une distance donnée du bord de la densité postsynaptique. Environ
68.9% des A2ARs immunomarqués sont situés a 60-300nm de distance, et la densité diminue
ensuite fortement plus loin dans la membrane dendritique. (D-E) a P30, les immunoparticules de
A2AR ont été observées au niveau de la membrane plasmique postsynaptique (fleches) sur les
dendrites des neurones pyramidaux (Den) contactées par des terminaisons axonales excitatrices (at),
et au niveau de sites intracellulaires, mais elles ont été observées plus fréquemment sur la bordure des
densités postsynaptiques. (F) Histogramme représentant la distribution des A2AR immunomarqués en
lien avec les sites de libération de glutamate dans les épines des neurones pyramidaux a P30. Les
données montrées sont la proportion des immunoparticules de A2AR & une distance donnée du bord
de la densité postsynaptique. Environ 33.1% des A2ARs immunomarqués sont situés a 60-300nm
de distance, et la densité augmente ensuite fortement plus loin dans la membrane dendritique.
Barres d’échelle : A,D,E, 200 nm; B, 500 nm.
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Les résultats de cette analyse ultrastructurale du A2aR ont aussi montré de maniéere
intéressante qu’en plus de la région périsynaptique, les A2aRs sont présents au niveau
des terminaisons axonales présynaptiques dans la région CA1 de I'hippocampe, mais
aussi au niveau de la membrane des astrocytes (Figure 5). La localisation présynaptique
du récepteur A2A au stade adulte (P30, Figure 5C, 5D) peut correspondre a son role dans la
régulation de la libération de neurotransmetteur (voir la partie 2.2.1.1). Les localisations
subcellulaires du A2aR au cours du développement (P7, Figure 5A, 5B) suggeérent une

implication du récepteur dans les cellules neuronales et non-neuronales.
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Figure 5 : Localisation subcellulaire du récepteur A2A dans I’hippocampe au niveau des sites
présynaptiques et des astrocytes au cours du développement postnatal. Micrographies
électroniques du stratum radiatum dans la région CA1 de I'hippocampe, détectées par une méthode
d’incorporation présynaptique immunogold (pre-embedding immunogold). (A-D) & P7 ou P30, les
immunoparticulesde A2AR ont été observées au niveau de la membrane plasmique présynaptique
(fleches) sur les terminaisons axonales excitatrices (at) contactant les épines dendritiques (s) des
neurones pyramidaux de CAl. Les immunoparticules de A2AR ont aussi été observées le long de la
membrane plasmique (fleches doubles) des astrocytes (astérisques), parfois reconnus par des

faisceaux de gliofilaments (gl). Barres d’échelle : A-D, 500 nm.
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Pour déterminer I'’expression et la localisation du A;aR dans les astrocytes
(Figure 6) et les microglies (Figure 7) au cours de la synaptogenese dans le modéle de
neurones hippocampiques in vitro, j’ai marqué le A2aR par immunocytochimie dans les cellules
GFAP- ou Ibal-positives. J'ai observé que le A2aR formait des agrégats a la surface des
astrocytes immunoréactifs pour la GFAP (Figure 6A). J'ai observé un pic d’expression du
A2aR a DIV7 dans les prolongements astrocytaires, tandis que l'intensité des agrégats

n’était pas modifiée au cours de la maturation de la culture (Figure 6B-C).

Le A2xR était diffus a la surface des microglies (Figure 7A). De plus, lintensité de
fluorescence du Az.R diminue aprés DIV7 dans les microglies (Figure 7A-B). L’ensemble de
ces résultats suggéere un rble particulier des AR neuronaux, astrocytaires et/ou

microgliaux au cours de la synaptogenése in vitro.
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Figure 6 : Expression du A2aR dans les prolongements astrocytaires. A. Images représentatives
des marquages GFAP (vert) et A2aR (rouge) dans des cultures hippocampiques a DIV3, 7, 14 ou 21.
Barre d’échelle: 5um. Les fleches montrent des clusters de A:aR au sein des astrocytes. B.
Quantifications du nombre d’agrégats de Az2aR dans les prolongements astrocytaires marqués par la
GFAP. Le nombre d’agrégats de A2aR dans ce type cellulaire augmente a DIV7, au pic de
synaptogenése. N=45 cellules, 3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées
par rapport aux valeurs a DIV3 ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-
Wallis : *p<0.05; **p<0.01.
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Figure 7 : Expression du A2aR dans la microglie. A. Images représentatives des marquages lbal
(vert) et A2aR (rouge) dans des cultures hippocampiques a DIV3, 7, 14 ou 21. Barre d’échelle : 10pum.
B. Quantifications de I'intensité moyenne de A2aR dans les cellules microgliales marquées par Ibal.
L’intensité du marquage Az2aR est plus élevée aux stades précoces dans la culture, puis elle diminue a
partir de DIV14. N=50 cellules, 3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées
par rapport aux valeurs a DIV3 ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-

Wallis, test post-hoc Dunn : *p<0.05; **p<0.01.
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Objectif 2 : Caractérisation des effets médiés par les récepteurs adénosinergiques Al
et A2A sur la synaptogenese glutamatergique et spécificité des effets médiés par les
récepteurs A2A.

Pour étudier la contribution du A;aR & la synapse glutamatergique, j'ai utilisé une
approche pharmacologique, avec un antagoniste et un agoniste sélectifs du récepteur,
respectivement le SCH-58261 (SCH, 100nM) et le CGS-21680 (CGS, 30nM), et observé les
effets de ces drogues sur les synapses glutamatergiques in vitro. Dans des cultures mixtes a
DIV8, jai marqué par immunocytochimie les compartiments pré- et post-synaptiques de la
synapse excitatrice (avec les marqueurs VGLUTL1 et PSD-95) sur les dendrites (Figure 8A).
J'ai quantifié le nombre de synapses glutamatergiques VGLUT1-positives (Figure 8B) et
jai analysé la PSD-95 aux synapses glutamatergiques qui persistaient en quantifiant les
agrégats de PSD-95 colocalisés avec les agrégats de VGLUT1 (en jaune, Figure 8A
indiqués par des fleches). J’ai observé que 30 minutes de traitement avec I'antagoniste ou
'agoniste du A;aR n’impacte pas la densité de synapses glutamatergiques (Figure 8B) ni la
PSD-95 aux synapses glutamatergiques (Figure 8C). L’exposition au SCH induit une
augmentation de 9% des boutons VGLUT1 ou PSD-95 aux synapses, mais cette légere

augmentation n’est pas significative (Figure 8B, C).
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Figure 8. Larégulation de la densité des synapses glutamatergiques est médiée par le AzaR au
cours de la synaptogeneése in vitro. (A) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert), et
PSD-95 (rouge) dans des neurones hippocampiques a DIV8 exposés ou non pendant 30 minutes au
SCH-58261 (SCH, 100nM), CGS-21260 (CGS, 30nM), adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et
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I'adénosine 5'-(a,B-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS
(ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle : 5um. Les fleches montrent des exemples de synapses
excitatrices glutamatergiques co-marquées avec VGLUT1 et PSD-95. (B-E) Quantifications du
nombre, de l'aire et de l'intensité des clusters présynaptiques VGLUT1 (B, D), ou postsynaptiques
PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C, E) dans des neurones a DIV8 prétraités avec les drogues
indiquées pendant 30 minutes. Le blocage des A2aRs avec le SCH a tendance a renforcer la partie
postsynaptique des synapses, tandis que l'activation des A2aRs avec du CGS en absence d’adénosine
ambiante induit une perte des synapses glutamatergiques. N=121-129 cellules, 7-8 cultures. Dans tous
les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du contréle ; les histogrammes
représentent les moyennes et s.e.m.; test Kruskal-Wallis et post-hoc Dunn : *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001; ****p<0.0001.

Cette absence d’effet de I'antagoniste n’était pas due a une faible concentration ni a
un court temps d’incubation de la drogue car des neurones exposés a 500nM de SCH (non
montré) ou a 100nM pendant 3 jours ne montrait pas non plus de changement significatif du
nombre de synapses glutamatergiques (Figure 9 A-C).
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Figure 9. Absence d’effet d’un blocage ou d’une activation sur le long terme du A,sR sur la
densité de synapses glutamatergiques. (A) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert),
et PSD-95 (rouge) dans des neurones hippocampiques a DIV8 exposés ou non pendant 30 minutes ou
3 jours au SCH-58261 (SCH, 100nM), CGS-21260 (CGS, 30nM). Barre d’échelle: 5um. (B-C)
Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (B), ou postsynaptiques PSD-95
colocalisés avec VGLUT1 (C) dans des neurones & DIV8 prétraités avec les traitements indiqués
pendant 30 minutes ou 3 jours. Le blocage aigu des A2aRs avec le SCH a tendance a renforcer la partie
postsynaptique des synapses, mais il n’y a pas d’effet du blocage des A2aRs pendant 3 jours sur la
densité des synapses. N= 30-33 cellules, 2 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été
normalisées par rapport aux valeurs du contrfle ; les histogrammes représentent les moyennes et

s.e.m. ; test Kruskal-Wallis.
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Cependant, réduire 'adénosine ambiante en ajoutant de 'adénosine déaminase (ADA,
2U/mL) qui transforme l'adénosine en inosine, et de Il'adénosine 5'-(a,B-methylene)
diphosphate (AMPCP, 85nM), qui inhibe I'ecto-nucléotidase CD73 (voir partie 2.1.1.), permet
de mettre en évidence les effets d’'une activation directe du AzaR par le CGS. Dans ces
conditions d’activation du récepteur, j'ai observé une perte significative de plus de 25%
d’agrégats de VGLUT1 et de pres de 20% de PSD-95 aux synapses qui persistent (Figure
8B, C) par rapport a la condition en niveau d’adénosine réduit (ADA+AMPCP). L’activation du
A2aR avec le CGS en absence d’adénosine ambiante diminuait de 6% l'aire des agrégats de
VGLUT1 (Figure 8D) et de 3% celle des PSD-95 postsynaptiques (Figure 8E) ainsi que
l'intensité des agrégats de PSD-95 mais pas de VGLUT1 (Figure 8D, E) par rapport au contrdle
mais pas par rapport a la condition ADA+AMPCP. Ces résultats indiquent que I'activation des
A2aRs, en absence d’adénosine extracellulaire, induit un démantélement d’une population
de synapses glutamatergiques et une réorganisation des synapses persistantes qui se
caractérise par une perte en PSD-95 (Figure 8). Le fait qu'une modulation rapide (en 30
minutes) de la signalisation adénosinergique affecte la densité de synapses indique un rble
du A2aR dans la stabilisation des synapses plutét que dans la formation de novo de

synapses, un processus qui prend entre 3 et 4 heures (Dobie and Craig, 2011).

De maniére intéressante, ces effets sont restreints ala période de synaptogenese.
En effet, jai également effectué les traitements pharmacologiques décrits ci-dessus dans des
cultures mixtes a un stade mature (DIV21). Je n’ai pas observé de différences significatives
entre les nombres, aires ou intensités des clusters pré- et postsynaptiques aprés 30 minutes
de traitement, ce qui montre que les effets observés sont transitoires et propres a la

période de synaptogenése (Figure 10).

118



A ADA ADA+AMPCP
Control  DPCPX SCH CGS  +AMPCP  +CGS

- .
-

T RGNS

B VGLUT1 C PSD-95 D VGLUT1 E PSD-95
E L E Aire Intensité Aire  Intensité
=) o 1.0
o o
e} o)
Z =z 3 [5)
ko 8 g 2
3 3 057 O 0.5 e}
3 0 £ £
E £ 5 5
S S Z z
z z
0.0~ 0.0- 0.0-
CGS: — * = + CGS: - di = *
+ADA+AMPCP +ADA+AMPCP

Figure 10: La régulation des synapses médiée par les A2ARs est restreinte a la période de
synaptogeneése in vitro. (A) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert), et PSD-95 (rouge)
dans des neurones hippocampiques a DIV21 exposés ou non pendant 30 minutes au DPCPX (100nM),
au SCH-58261 (SCH, 100nM), CGS-21260 (CGS, 30nM), adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et
I'adénosine 5'-(a,B-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS
(ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle : 5um. (B-E) Quantifications du nombre, de l'aire et de l'intensité
des clusters présynaptiques VGLUT1 (B, D), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C,
E) dans des neurones a DIV21 prétraités avec les drogues indiquées pendant 30 minutes. Notez
I’absence d’effets du traitement ADA+AMPCP+CGS sur le nombre de synapses a DIV21 par
rapport a DIV8 (Figure 6). N= 38-53 cellules, 3-4 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont
été normalisées par rapport aux valeurs du contrdle ; les histogrammes représentent les moyennes et

s.e.m. ; test Kruskal-Wallis et post-hoc Dunn : non significatif.

Les effets pharmacologiques observés sur les synapses glutamatergiques dans les
cultures de neurones mixtes sont spécifiques des AzaRs. Pour étudier la contribution du A:R
a la synapse glutamatergique, j'ai utilisé un antagoniste et un agoniste spécifiques du
récepteur, respectivement le DPCPX (100nM) et le CPA (10nM). J'ai observé que 30 minutes
de traitement avec l'agoniste ou I'antagoniste du A;R n’'impacte pas significativement la
densité de terminaisons synaptiques marquées pour VGLUTL1 ni la densité des agrégats
postsynaptiques de PSD-95 a DIV8 (Figure 11A-C) ou a DIV21 (Figure 10B, C).
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. J’ai cependant observé que I'agoniste avait tendance a diminuer l'aire et l'intensité
des agrégats de PSD-95 (Figure 11C).

En absence d’adénosine ambiant (en présence d’ADA et ’AMPCP), I'activation directe
du A:R par le CPA ne produit pas d’effets significatifs sur la densité de synapses
glutamatergiques (Figure 11D-E). Cependant, I'activation du A;R avec le CPA n’était pas sans
effet puisqu’il augmentait l'aire et I'intensité des agrégats de VGLUT1 tout en diminuant I'aire
et l'intensité des agrégats de PSD-95 (Figure 11D-E). Ces effets d’une activation du A:R
sur la morphologie des synapses indiquent que les drogues sont actives. D’autre part,
I'activation du A;R présynaptique est connu pour diminuer la libération vésiculaire en
neurotransmetteur. Ainsi, les effets observés seraient dus a un effet indirect du

traitement sur P’activité synaptique et la régulation plastique activité-dépendant de la

synapse.
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Figure 11. Les récepteurs Al ne régulent pas les synapses glutamatergiques au cours de la
synaptogeneése in vitro. (A, D) Images représentatives des marquages VGLUTL1 (vert), et PSD-95
(rouge) dans des neurones hippocampiques a DIV8 exposés ou non pendant 30 minutes au DPCPX
(100 nM), au CPA (10nM) (A) ou a l'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et I'adénosine 5'-(a,B-
methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CPA (ADA+AMPCP+CPA)

(D). Barres d’échelle : 5um. (B-C, E-F) Quantifications du nombre, de I'aire et de l'intensité des clusters
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présynaptiques VGLUT1 (B, E), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C, F) dans des
neurones a DIV8 prétraités avec les drogues indiquées pendant 30 minutes. Le blocage ou I'activation
des AiRs, en présence ou absence d’adénosine ambiante, n’affecte pas le nombre de synapses
glutamatergiques. N(DPCPX)= 125-129 cellules, 8 cultures; N(CPA)= 20-23 cellules, 2 cultures,
N(ADA+AMPCP)= 28 cellules, 2 cultures. Dans les graphiques, les valeurs ont été normalisées par
rapport aux valeurs du controle ou ADA+AMPCP ; les histogrammes représentent les moyennes et

s.e.m. ; test Kruskal-Wallis et post-hoc Dunn.

Ces résultats permettent de conclure que le A2aR mais pas le AiR joue un role clef
dans le contréle du nombre de synapses glutamatergiques au cours de la

synaptogenése in vitro.

Aprés avoir étudié les marqueurs pré- et postsynaptiques VGLUT1 et PSD-95 en
réponse a des changements d’activité des AxaR, je me suis ensuite intéressée a I'effet de ces
drogues sur la dynamique des récepteurs glutamatergiques aux synapses, en particulier
pour la sous-unité GluAl du récepteur AMPA (Dias et al., 2012; Kamimura and Maeda, 2021).
En suivi de molécule unique (ou SPT pour Single-Particle Tracking) (voir Méthodes), j’ai utilisé
les traitements pharmacologiques précédemment décrits, i.e. ADA, AMPCP, CGS ou SCH sur
des neurones vivants préalablement transfectés avec un marqueur présynaptique excitateur
Homerl-DsRed, et ai imagé les dynamiques de GIuAl aux synapses. Réduire les
concentrations d’adénosine extracellulaire en présence dADA+AMPCP ou bloquer le AaR
dans la culture mixte avec I'antagoniste sélectif SCH, réduit significativement la mobilité des
sous-unités GIuAl des récepteurs AMPA, qui sont confinées aux synapses (Figure 12A). En
effet, le coefficient de diffusion des GluA1 (Figure 12 B, D) ainsi que l'aire explorée par les
récepteurs (Figure 12C, E) diminuent par rapport au contrdle, dans I'espace synaptique et
extrasynaptique. Le temps passé a la synapse augmente significativement aprés ces
traitements (Figure 12F), ce qui suggére une capture plus importante de GIuA1 aux synapses
en conditions de blocage de I'activité du AzaR. A linverse, activer le A,aR avec I'agoniste
sélectif CGS dans les cultures en I'absence d’adénosine extracellulaire (ADA+AMPCP+CGS)
augmente la diffusion latérale de GIuAl. Dans ces conditions, le coefficient de diffusion de
GluA1 (Figure 12 B, D) ainsi que l'aire explorée (Figure 12 C, E) augmentent par rapport a
ADA+AMPCP, dans I'espace synaptique et extrasynaptique. Le temps passé a la synapse

n’est pas modifié par rapport a la situation ADA+AMPCP (Figure 12F).
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Figure 12. L’activité des A aRs contrdle les dynamiques des AMPARs aux synapses
glutamatergiques. (A) Exemples de trajectoires de GIuAl en suivi de molécules uniques dans des
neurones hippocampiques a DIV8, exposés ou non au SCH-58261 (SCH, 100nM), a lI'adénosine
déaminase (ADA, 2U/mL) et I'adénosine 5'-(a,B-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en
combinaison avec le CGS-21260 (CGS, 30nM) (ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle : 0.5um. (B-F)
Quantifications des coefficients de diffusion de GIuA1 et de l'aire explorée dans le compartiment
extrasynaptique, (B,C) ou synaptique (D, E), et du temps de résidence de GluAl a la synapse (F) dans

des neurones vivants a DIV9, traités avec les drogues indiquées pendant 40 minutes. Le coefficient de
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diffusion et 'aire explorée sont plus faibles en présence dADA+AMPCP ou de SCH, et augmentent
lorsque le A2aR est activé avec le CGS en combinaison avec ADA+AMPCP. Le temps de résidence a
la synapse augmente en SCH ou ADA+AMPCP et n’est pas modifié par I'activation du AzaR avec le
CGS. 2 cultures. (B-E) Test Kolmogorov—Smirnov, (F) Test Kruskal-Wallis (n.s. non significatif; *p<0.05;
**p<0.001; ***p<0.0001; ****p<0.00001

Ces résultats montrent que la voie AxaR contréle la dynamique des récepteurs
glutamatergiques AMPARSs a la synapse. Plus précisément, le blocage du A2aR confine les
AMPARs a la synapse tandis que I’activation du A.4R favorise la diffusion des AMPARs
hors de la synapse. Un échappement des récepteurs des synapses se traduit généralement
par une perte en récepteurs a la synapse. J'ai donc cherché a savoir si ces changements de
diffusion des récepteurs étaient associés a des remaniements de nombre de récepteurs aux

synapses.

Pour étudier I'effet de ces traitements sur la densité en récepteurs glutamatergiques
aux synapses ou en dehors, jai marqué en immunocytochimie les compartiments
présynaptiques des synapses excitatrices avec VGLUTL et les sous-unités GIUAL ou NR1 des
récepteurs AMPA ou NMDA (Figure 13 A, D). J'ai analysé la redistribution de ces sous-unités
aux synapses glutamatergiques en réponse aux traitements pharmacologiques décrits
précédemment, i.e. ADA, AMPCP, CGS ou SCH dans les neurones hippocampiques a DIV8.
J’ai observé une perte de 32% des sous-unités des récepteurs AMPA (Figure 13 B-C) mais
pas des récepteurs NMDA (Figure 13 E-F) aux synapses qui persistaient aprés traitement
avec I'agoniste en absence d’adénosine extracellulaire. Ainsi, les changements d’activité
du A2aR régulent la densité de synapses glutamatergiques pendant le pic de la période
de synaptogenese et redistribuent la PSD-95 et les récepteurs AMPA mais pas les
récepteurs NMDA aux synapses glutamatergiques qui persistent.
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Figure 13. L’activité du A2AR contréle la distribution des récepteurs AMPA mais pas NMDA aux
synapses glutamatergiques. (A,D) Images représentatives des marquages VGLUTL1 (vert), et GluAl
(rouge) (A) ou NR1 (rouge) (D) dans des neurones hippocampiques & DIV8 exposés ou non pendant
30 minutes au SCH-58261 (SCH, 100nM), a 'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et 'adénosine 5'-
(a,B-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS-21260 (CGS,
30nM) (ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle : 5um. Les fleches montrent des exemples de synapses
excitatrices glutamatergiques co-marquées avec VGLUTL1 et les sous-unités GluAl des AMPARs (A)
ou les sous-unités NR1 des NMDARs (D). (B-C) Quantifications du nombre de clusters de GIuAl
colocalisés (B) ou non (C) avec VGLUT1 dans des neurones a DIV8 prétraités avec les drogues
indiquées pendant 30 minutes. Diminuer 'adénosine extracellulaire a tendance a augmenter la densité
des clusters de GIuAl aux synapses glutamatergiques tandis que l'activation des A2ARs avec le CGS
dans ces conditions diminue significativement leur densité. N= 34-38 cellules, 2 cultures. (D-F) Le
contrle de la densité des récepteurs glutamatergiques par le A2aR est restreint au AMPAR. (E-F)
Quantifications du nombre de clusters de NR1 colocalisés (E) ou non (F) avec VGLUT1 dans des
neurones a DIV8 prétraités avec les drogues indiquées pendant 30 minutes. Notez I'absence d’effets
de ADA+AMPCP et ADA+AMPCP+CGS sur le nombre de clusters synaptiques de NR1. N= 37-39
cellules, 3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs
du contréle ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis et post-hoc
Dunn : ***p<0.001.
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Objectif 3. Mécanismes cellulaire et moléculaire de la déstabilisation des synapses

glutamatergigues médiée par la voie adénosinergique.

Je viens de montrer que tous les types cellulaires de la culture (neurones, astrocytes
et microglies) présentent un pic d’expression du A2aR pendant la synaptogenése, et ce
récepteur est impliqgué dans la stabilisation des synapses glutamatergiques au cours de cette
période. Je me suis donc demandé quel(s) étaient le(s) type(s) cellulaire(s) impliqué(s) dans

'action du AzaR.

Pour étudier la contribution des différents types cellulaires dans les effets médiés par
la signalisation adénosinergique, j'ai commencé par dépléter la glie et la microglie avec de
'arabinoside cytosine (ara-C). J'ai obtenu des cultures pures de neurones puisque l'ara-C
supprime >90% des astrocytes et des microglies présentes dans la culture (Figure 14A). Dans
ces cultures, j’ai observé que la perte synaptique induite par I'activation du A;aR en absence
d’adénosine extracellulaire est bloquée (Figure 14 B-C) ainsi que les remaniements de PSD-
95 aux synapses (Figure 14D). Ces résultats indiguent que la régulation du remodelage

des synapses glutamatergiques par le A2aR ferait appel a des interactions neurogliales.
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Figure 14. Contribution des cellules gliales au remodelage des synapses glutamatergiques
médié par le A2aR. A. Images représentatives des marquages de MAP2 (vert) et de GFAP (rouge), et
Ibal (bleu) dans des cultures mixtes neurones+glie+microglie (- ara-C) ou dans des cultures traitées a
l'ara-C (+ara-C). (B) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert), et PSD-95 (rouge) dans
des cultures pures (+ara-C) de neurones hippocampiques a DIV8 exposés ou non pendant 30 minutes
al'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et 'adénosine 5'-(a,3-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM)
seules ou en combinaison avec le CGS-21260 (CGS, 30nM) (ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle :
5um. (C-D) Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (C), ou postsynaptiques
PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (D) dans les neurones a DIV8 prétraités avec les drogues indiquées
pendant 30 minutes. Sans cellules gliales, I'activation des A2aRs avec du CGS en absence d’adénosine

ambiante n’a pas d’effets sur les synapses glutamatergiques par rapport aux cultures mixtes (Figure 6).
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N= 73-75 cellules, 3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux

valeurs du contrble ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis.

Pour étudier la contribution des microglies dans les effets médiés par la
signalisation adénosinergique, j'ai déplété les microglies avec du PLX-5622 (4uM), un
inhibiteur du récepteur microglial CSF-1 essentiel a la survie des cellules microgliales. Dans
ces cultures, j'ai observé un blocage de la perte synaptique induite par I'activation du AzaR
(Figure 15 A-C). De la méme maniére, j'ai traité les cellules avec du L-leucine méthylester
(LME, 65mM) qui provoque 'apoptose des macrophages et supprime les microglies a 95%
dans la culture, sans impacter la survie ou morphologie des astrocytes ou des neurones. J'ai
observé le méme blocage de la perte des synapses induite par I'activation du A2aR (Figure 15
D-E). Ces résultats indiquent une contribution de la microglie dans la régulation de la
synaptogeneése glutamatergique par le A2aR.
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Figure 15 : Le contrble de la densité des synapses glutamatergiques par le A2aR dépend plus
spécifiguement des microglies. (A) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert), et PSD-
95 (rouge) dans des cultures a DIV8 traitées avec du PLX5622 (+PLX, 4uM) exposées ou non pendant
30 minutes a l'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et I'adénosine 5'-(a,B-methylene) diphosphate
(AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS-21260 (CGS, 30nM) (ADA+AMPCP+CGS).
Barre d’échelle : 5um. (B-E) Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (B,D), ou
postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C,E) dans les neurones a DIV8 prétraités avec les
drogues indiquées pendant 30 minutes, lorsque les microglies ont été déplétées avec du PLX5622 (B,C)
ou du L-leucine méthylester (+LME, D, E). N(+PLX)= 28-31 cellules, 2 cultures, N(+LME)= 41-43
cellules, 2 cultures. Sans microglies, I'activation des A2aRs avec du CGS en absence d’adénosine
ambiante n’a pas d’effets sur la densité des synapses glutamatergiques par rapport aux cultures mixtes
(Figure 6). Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du contrble
(B, C) ou de ADA+AMPCP (D, E) ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-
Wallis
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Dans les cultures déplétées en cellules gliales (+ara-C) ou en microglies (+PLX), jai
observé respectivement 50% et 28% de synapses glutamatergiques en plus a DIV8 (Figure
16A-B, D-E). Au niveau des synapses persistantes, la densité de PSD-95 n’était pas modifiée
(Figure 16C, F). L’absence de cellules gliales est néfaste pour le développement des neurones
en culture mais il est possible qu’a des stades précoces, la formation des synapses soit
favorisée par I'absence des cellules gliales, et par l'activité du réseau de neurones en
formation. Cela sous-tend un role des cellules gliales dans le contréle de la synaptogenése
glutamatergique dans notre modéle in vitro, en plus de leur possible fonction dans la
stabilisation/déstabilisation des synapses excitatrices.
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Figure 16 : Les cellules gliales contrblent la densité des synapses glutamatergiques au cours de
la synaptogenése. (A-D) Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (B,D), ou
postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C,E) dans les neurones a DIV8 en présence d’ara-
C (A, B) ou de PLX (C, D). N(+ara-C)= 43-44 cellules, 3 cultures ; N(+PLX)= 30 cellules, 2 cultures.
Sans cellules gliales ou sans microglies, la densité des synapses glutamatergiques est plus importante
que dans une culture mixte. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux

valeurs du contrble ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Mann-Whitney.

Les cellules gliales, et plus spécifiquement les microglies, participent donc a la
régulation de la densité des synapses glutamatergiques via la voie adénosinergique. En
'absence de ces cellules, I'effet de I'activation du A2aR est opposé a celui obtenu dans une
culture mixte neurones-astrocytes-microglies. Cette régulation impliquerait donc des

interactions neurogliales.

Pour étudier le role spécifique du A2aR neuronal dans le remodelage des synapses
glutamatergiques, j'ai sélectivement supprimé I'expression du A>aR dans les neurones par
ARN interférence (shA2A) dans les cultures mixtes. A DIV9, jai marqué par immunocytochimie
VGLUT1 et PSD-95, et jai observé qu'en supprimant A;aR uniquement dans une sous-
population de neurones (seuls 1/10000 neurones sont transfectés dans la culture, Figure 17A),

il 'y avait une réduction du nombre de 16 % des boutons VGLUTL1 sur les dendrites des
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neurones transfectés, indiquant une perte de synapses glutamatergiques. L’aire et I'intensité
des agrégats de VGLUT1 étaient aussi diminuées de 3 et 13% respectivement par rapport a
la condition shNT (Figure 17 B, C). Aux synapses persistantes, le nombre d’agrégats
synaptiques de PSD-95 était également diminué de 26% (Figure 17 B, D), suggérant une perte
en PSD-95 a ces synapses. L’intensité des agrégats de PSD-95 était diminuée de 11%. Ces
résultats indiquent que supprimer le A2aR neuronal déstabilise les synapses

glutamatergiques.

Les effets du shA2A sur les synapses sont opposés a ceux attendus dans les cultures
mixtes en réponse a un blocage pharmacologique du AzxR, suggérant des contributions
opposées des AR neuronaux et gliaux. La perte synaptique induite par le shA2A est
toujours observée dans les cultures traitées avec le PLX-5622 (PLX), avec une perte de 11%
des boutons VGLUT1, malgré une augmentation de 26% de l'intensité de ces boutons (Figure
17C). Les effets sont atténués sur la perte en PSD-95 aux synapses persistantes, s’élevant a
19% en présence de PLX, mais non significative (Figure 17D), sans effets sur I'aire ou
l'intensité des clusters. Ceci confirme que I'effet d’une suppression neuronale du AzaR sur

les synapses glutamatergiques est neurone-dépendant.
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Figure 17. Le AzaR neuronal est nécessaire et suffisant pour stabiliser les synapses
glutamatergiques in vitro. (A) Image représentative du marquage MAP2 (bleu) et d’'un neurone
transfecté avec un plasmide eGFP (vert). Barre d’échelle : 10um. (B) Images représentatives des
marquages VGLUT1 (bleu), et PSD-95 (rouge) dans des neurones hippocampiques a DIV9 transfectés
a DIV6 avec un shARN sans géne cible (shNT)+eGFP ou shARN pour le A2aR (shA2A)+eGFP et traités
(+PLX) ou non avec du PLX5622. Barre d’échelle : 5um. (C-D) Quantifications du nombre, de I'aire et
de lintensité des clusters présynaptiques VGLUT1 (C), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec
VGLUT1 (D) dans des neurones transfectés avec le shARN indiqué, en présence ou absence de
PLX5622. La suppression du A2aR neuronal induit une perte de synapses glutamatergiques, en
présence ou absence de microglies. N=54-148 cellules, 5-9 cultures. Dans tous les graphigues, les
valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du contr6le shNT correspondant ; les histogrammes
représentent les moyennes et s.e.m.; test Kruskal-Wallis et post-hoc Dunn : *p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001.
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Les données indiquent une stabilisation des synapses excitatrices par le AzaR
neuronal. Je me suis demandée quel effet aurait une surexpression du A2aR neuronal sur
les synapses glutamatergiques. J'ai donc sélectivement surexprimé le A2aR dans les neurones
en transfectant une construction A2a-GFP dans les cultures mixtes. Dans ces cultures a DIV9,
jai marqué par immunocytochimie les compartiments pré- et post-synaptiques de la synapse
excitatrice (Figure 18A). J'ai observé que la surexpression du A2aR neuronal uniguement dans
une sous-population de neurones n’affectait pas la densité de synapses glutamatergiques ni

I'organisation de la PSD-95 aux synapses (Figure 18 B-C).
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Figure 18. La surexpression du A2aR neuronal n’impacte pas les synapses glutamatergiques. (A)
Images représentatives des marquages VGLUT1 (bleu), et PSD-95 (rouge) dans des neurones
hippocampiques a DIV9 transfectés a DIV6 avec un plasmide eGFP ou A2A-GFP surexprimant le A2aR.
Barre d’échelle: 5um. (B-C) Quantifications du nombre, de laire et de lintensité de clusters
présynaptiques VGLUT1 (B), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C) dans des
neurones transfectés avec le plasmide indiqué. La surexpression du A2aR neuronal n’a pas d’effet sur
le nombre, l'aire ou l'intensité des clusters pré- ou postsynaptiques glutamatergiques. N= 37-38 cellules,
3 cultures. Dans tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du controle

eGFP ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Mann-Whitney.
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Pour comprendre le rb6le du AzaR neuronal dans la régulation des synapses
observées dans la culture mixte, les neurones transfectés avec les shNT ou shA2A ont été
traités avec les composés pharmacologiques décrits précédemment, i.e. ADA, AMPCP et
CGS. En supprimant le A2aR neuronal, il y a une réduction de 16% du nombre de boutons
VGLUTL1 sur les neurones transfectés qui n’est pas récupérée en l'absence d’adénosine
extracellulaire (ADA+AMPCP) (réduction de 27%) ou aggravée par l'activation du AzaR
(ADA+AMPCP+CGS) (perte de 21% des synapses) (Figure 19 A-B). Aux synapses
persistantes, le nombre d’agrégats synaptiques de PSD-95 est également réduit de 32% et
cet effet cellule-autonome de la suppression du A;aR neuronal n’est pas modifié par la
réduction de 'adénosine ambiante (perte de 33% du marquage) ou 'activation des A.aRs avec
le CGS (35% de réduction du marquage) (Figure 19C). Ces résultats indiquent que le AzaR
neuronal est nécessaire pour médier les effets de I’agoniste du A>AR sur les synapses
glutamatergiques dans la culture mixte.
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Figure 19. Le récepteur A2A neuronal est nécessaire pour induire la perte de synapses
glutamatergiques induite par I'agoniste du A R dans les cultures mixtes. (A) Images
représentatives des marquages VGLUT1 (bleu), et PSD-95 (rouge) dans des neurones hippocampiques
a DIV9 transfectés & DIV6 avec un shARN sans géne cible (shNT)+eGFP ou shARN pour le A2aR
(shA2A)+eGFP exposés ou non pendant 30 minutes a l'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et
'adénosine 5'-(a,B-methylene) diphosphate (AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS-
21260 (CGS, 30nM) (ADA+AMPCP+CGS). Barre d’échelle : 5um. (B-C) Quantifications du nombre de
clusters présynaptiques VGLUTL1 (B), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C) dans
des neurones transfectés avec le shARN indiqué, en présence des traitements cités. La suppression
du A2aR neuronal induit une perte de synapses glutamatergiques. La réduction de 'adénosine ambiante
ou I'activation des A2aRs avec le CGS ne modifient pas cet effet. N=28 cellules, 2 cultures. Dans tous
les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du contrble shNT ; les

histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis : *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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Pour disséquer le mécanisme moléculaire des interactions neurogliales liant
I'activation de AzaR et la régulation de la densité des synapses glutamatergiques, je me suis
tout d’abord intéressée a la contribution des adénylates cyclases (AC) activées par le calcium
et la calmoduline calcium-dépendante. Le AzaR est positivement couplé a I'AC, son activation
entraine la production d’AMPc et I'activation de la PKA et le laboratoire a récemment montré
que cette voie de signalisation est responsable de la stabilisation des synapses GABAergiques
naissantes de I'hippocampe (Gomez-Castro et al., 2021). J'ai donc étudié les effets de
'augmentation intracellulaire de TAMPc, en bloquant sa dégradation avec I'IlBMX et en activant
les ACs avec la forskoline (FSK) (Figure 20A), sur le nombre de synapses glutamatergiques,
au niveau des neurones transfectés (Figure 20B-D) ou non (Figure 20E, F) avec un shA2A.
J’ai observé que 'augmentation de 'AMPc intracellulaire ne modifie pas la perte synaptique
induite par le shA2A dans les neurones (perte de 19% des boutons VGLUT1 en shA2A, et
16% en shA2A+IBMX+FSX ; et perte de 28% des agrégats de PSD-95 en shA2A vs. 7% en
présence d’'IBMX+FSK) (Figure 20 B-D) et n'a pas d’effet sur les neurones non transfectés de
la méme culture (Figure 20E-F). De méme, I'activation de la calmoduline avec CALP3 avec ou
sans SQ22536, un antagoniste de 'AC (Figure 20A), ne change pas le nombre de synapses
glutamatergiques dans les neurones exprimant le shA2A (perte de 26 ou 21% des synapses
VGLUTL, ou 21% et 3% des agrégats de PSD-95) (Figure 20B-D) ainsi que dans les neurones
non transfectés (Figure 20E-F). De plus, lorsque les concentrations d’adénosine extracellulaire
sont réduite en présence d'ADA et dAMPCP, l'augmentation d’AMPc intracellulaire et
I'activation simultanée des ACs (IBMX+FSK), ne modifie pas le nombre de synapses
glutamatergiques (données non montrées). Ces résultats indiquent que les effets de

I'activation du A2aR par le CGS ne passeraient pas par son action sur les ACs.
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Figure 20. La stabilisation des synapses glutamatergiques n’implique pas la voie canonique
AC/AMPc. (A) Schéma de la voie AC/AMPCc/PKA liée a I'activation d’'un RCPG comme le A2aR, et du
réle des différentes drogues utilisées pour manipuler la voie i.e. IBMX, FSK, CALP3, SQ. (B) Images
représentatives des marquages VGLUT1 (bleu), et PSD-95 (rouge) dans des neurones hippocampiques
a DIV9 transfectés a DIV6 avec un shARN sans gene cible (shNT)+eGFP ou shARN pour le A2aR
(shA2A)+eGFP exposés ou non pendant 30 a IBMX (100uM) + forskoline (10uM, FSK), ou CALP3
(100uM) seul ou en combinaison avec SQ22536 (20uM). Barre d’échelle : 5um. (C-D) Quantifications
du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (C), ou postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec
VGLUT1 (D) dans des neurones transfectés avec les shARN cités, en présence des traitements
indiqués. La perte de synapses glutamatergiques induite par la suppression du A2AR n’est pas
restaurée par l'activation de I'AC ou de la calmoduline. N=26-29 cellules, 2 cultures. (E-F)
Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (E), ou postsynaptiques PSD-95
colocalisés avec VGLUT1 (F) des neurones non transfectés, en présence des traitements indiqués.
L’augmentation de ’AMPc ou 'activation de la calmoduline n’impacte pas le nombre de synapses. N=22
cellules, 2 cultures. Dans les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du
contrle ou le shNT ; les histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis :
*p<0.05.
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De plus, pour cibler 'TAMPc local, j’ai utilisé des constructions permettant de tamponner
'AMPc au niveau des radeaux lipidiques (plasmide LYN) ou en dehors (KRAS) (Figure 21).
Bloguer 'AMPc dans les radeaux lipidiques ou en dehors ne modifie pas significativement le
nombre de synapses glutamatergiques (Figure 21C) ni d’agrégats postsynaptiques de PSD-
95 (Figure 21D).

Pour lier le réle du A2aR neuronal a 'AMPc, j'ai co-transfecté le shNT ou shA2A avec
le plasmide LYN et j'ai analysé le nombre de boutons VGLUT1 sur les dendrites des neurones
transfectés. En présence du shA2A, une perte de 12% des boutons VGLUT1 était observée
par rapport au shNT, et 'expression de LYN avec un shNT ne modifie pas le nombre de
synapses. En revanche, en présence du shA2A et de LYN, on retrouve une perte de 20% des
synapses VGLUT1 (Figure 21E). Lorsque ’AMPc est tamponné au niveau des radeaux
lipidigues, le shA2A induit toujours une perte de synapses.
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Figure 21. Les concentrations neuronales d’AMPc intracellulaire ne participent pas a la
stabilisation des synapses glutamatergiques. (A) Image représentative d’un neurone transfecté avec

un plasmide mCherry. Barre d’échelle : 10um. (B) Images représentatives des marquages VGLUT1
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(bleu), et PSD-95 (vert) dans des neurones hippocampiques a DIV9 transfectés a DIV6 avec les
plasmides mCherry, KRAS, LYN ou LYN mutant, qui régulent les niveaux d’AMPc intracellulaire. Barre
d’échelle : 5um. (C-D) Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (C), ou
postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (D) dans des neurones transfectés avec les
plasmides indiqués. Les éponges neuronales a AMPc ne modifient pas la densité des synapses
glutamatergiques. N=16-30 cellules, 2 cultures. (E) Quantifications du nombre de clusters
présynaptiques VGLUT1 dans des neurones transfectés avec le shNT ou shA2A et LYN. La perte de
synapses glutamatergiques induite par la suppression du A2aR n’est pas restaurée par le contréle de
I’AMPc dans les radeaux lipidiques. N= 27-31 cellules, 3 cultures. Dans les graphiques, les valeurs ont
été normalisées par rapport aux valeurs du contréle mCherry ou le shNT ; les histogrammes

représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis : *p<0.05, **p<0.01.

Ces données montrent, qu’a la différence de la synaptogenése GABAergique, la
voie de ’AC/AMPc ne semble pas impliquée dans la régulation de la synaptogenése

glutamatergique.

L’équipe de David Blum a montré que lorsque le A;aR neuronal est surexprimé dans
un modéle de tauopathie, une signature microgliale particuliére est mise en place impliquant
entres autres une augmentation de I’expression hippocampique de la protéine du
complément C1q (Carvalho et al., 2019). Ces données et le fait que le facteur C1q sécrété
par les cellules microgliales soit un facteur clé de I'élagage synaptique m’a incité a explorer la
contribution de Clqg dans la déstabilisation des synapses glutamatergiques dépendante de
AzaR. Dans des cultures mixtes exposées 1h a un anticorps bloquant la protéine C1q, jai
observé que l'activation de A2aR par le CGS n’induit pas d’élagage synaptique (Figure 22). Au
contraire, j’ai observé dans ces conditions une augmentation significative de 14% du nombre
de boutons VGLUT1 et de 21% de la densité des agrégats de PSD-95 en réponse au CGS
(par rapport a la condition ADA+AMPCP) (Figure 22). Ces données suggérent que le AxaR
régule I’élimination des synapses glutamatergiques en fonction des niveaux de Clq

produit par les microglies.

135



ADA+AMPCP

A control ADA+AMPCP +CGS B VGLUT1 C PSD-95
£ *_l_ e _*L
1.5
109 M = S | |
= =
z 1 Z 1.0
ol ol
2 05- 2
Q O 0.5
E £
e 5 ]
pZd 4
s 2 e i
QO
& L& FLLE
&P ?‘Q Q% P @ ch
¥ o NS
¥ P x WX
+anti-C1q +anti-C1q

+ anticorps anti-C1q

Figure 22 : Larégulation de la densité des synapses médiée par le A;aR dépend des niveaux de
la protéine du complément C1q. (A) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert), et PSD-
95 (rouge) dans des cultures a DIV8 traitées avec I'anticorps bloquant C1q, exposées ou non pendant
1 heure a l'adénosine déaminase (ADA, 2U/mL) et I'adénosine 5'-(a,3-methylene) diphosphate
(AMPCP, 85nM) seules ou en combinaison avec le CGS-21260 (CGS, 30nM) (ADA+AMPCP+CGS).
Barre d’échelle : 5um. (B-C) Quantifications du nombre de clusters présynaptiques VGLUT1 (B), ou
postsynaptiques PSD-95 colocalisés avec VGLUT1 (C) dans les neurones a DIV8 prétraités avec les
drogues indiquées pendant 1 heure, lorsque C1q a été neutralisé. Notez qu’il y a plus de synapses
glutamatergiques lorsque le A2aR est activé en absence de C1q. N=102-104 cellules, 4 cultures. Dans
tous les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport aux valeurs du contrble ; les

histogrammes représentent les moyennes et s.e.m. ; test Kruskal-Wallis, *p<0.05 ; **p<0,01.

Avec 'ensemble des données obtenues in vitro, il semble que I'activation de Az2aR a un
stade précoce ait un effet délétére sur les synapses glutamatergiques. Le A2aR neuronal est
impliqué dans la régulation de la synaptogenése glutamatergique et dépend d’'une interaction
neurogliale. Les synapses glutamatergiques sont aussi modulées via les A2aRs gliaux et ces
deux régulations, neuronale et gliale, sont opposées. Le mécanisme de déstabilisation
synaptique sous-jacent implique la protéine C1q mais ne semble pas dépendre des voies
AC/AMPCc/PKA.
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Objectif 4. Le récepteur Asa est-il impligué dans la régulation des synapses

gtutamatergiques in vivo ?

Pour déterminer comment la signalisation adénosinergique peut moduler les
processus de stabilisation de la synapse glutamatergique au cours de la
synaptogeneése et ses effets sur la mise en place du réseau neuronal in vivo, nous avons
évalué l'impact a P16 des effets d’un blocage chronique du AR pendant le pic de
synaptogeneése (i.e. entre P3 et P16) avec le SCH58261 (i.p. 0.1 mg/kg) ou la caféine (i.p. 1
mg/kg), un antagoniste naturel non sélectif du A2aR et du A:R sur la densité des synapses
glutamatergiques in vivo (Figure 23). Apres exposition au SCH ou a la caféine au cours de la
période de synaptogeneése (P3 et P16, Figure 23A), le nombre de synapses glutamatergiques
a tendance a augmenter dans I'hippocampe des males a P21 (Figure 23 B-C), mais ces effets
semblent différents entre les régions analysées. En effet, le traitement avec le SCH induirait
une augmentation de 90% des synapses dans le gyrus denté (DG) (Figure 23C), pas de
différence dans la région CA1 (Figure 23D) et une augmentation de 67% des synapses dans
le CA3 (Figure 23E), tandis que le traitement a la caféine induirait une diminution de 21% des
synapses dans le DG, et une augmentation de 140% et 42% respectivement dans les régions
CALl et CA3 par rapport au contrdle. Ces résultats ne sont pas significatifs au vu du nombre
insuffisant de souris analysées mais montrent des effets région-dépendants qu'’il reste a

investiguer.
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Figure 23 : Les traitements au SCH ou a la caféine au cours de la synaptogenése induisent un
gain de synapses glutamatergiques in vivo chez les méles. (A) Vue d’ensemble du protocole
d’injection in vivo de solution saline (controle), SCH58261 (0.1mg/kg) ou caféine (1mg/kg) des
souriceaux entre P3 et P16 avant la réalisation des immunohistochimies sur tranches de cerveaux
males a P21. (B) Images représentatives des marquages VGLUT1 (vert) et DAPI (bleu) dans la région
CA3 de I'hippocampe. SP : stratum pyramidale, SR : stratum radiatum. Barre d’échelle : 20um. (C)
Quantification de la densité des synapses glutamatergiques marquées par VGLUT1 aprés les
traitements indiqués dans les régions du gyrus denté, CA1 et CA3 de I'hippocampe. Notez que le
nombre de synapses glutamatergiques a tendance a augmenter dans I'hippocampe des males a P21
apreés exposition au SCH ou a la caféine, en fonction des régions, au cours de la synaptogenése. Dans
les graphiques, les valeurs ont été normalisées par rapport au controle, les points représentent chacun
une tranche de cerveau et correspondent aux moyennes et s.e.m. N= 3 males par condition. Les p-
value des conditions pour lesquelles les traitements semblent avoir un effet: Gyrus denté :
p(c/SCH)=0,1072 ; CAl : p(c/caf)=0,0573 ; CA3 : p(c/SCH)=0,2135.
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Objectif 5. Le récepteur Aza microglial est-il impliqué dans la stabilisation des synapses
glutamatergiques au cours du développement in vivo ? Est-ce que les microglies
expriment le récepteur Aza pendant le pic de synaptogenése ? Quels sont les effets de

la modulation du AzaR au stade périnatal sur le phénotype des microglies ?

Pour comprendre le réle du AzaR in vivo au cours de la synaptogenese et son
implication potentielle dans une régulation des microglies, je me suis demandée si les
microglies exprimaient le A;aR, puis j'ai étudié I'impact du blocage global du A2aR au cours de

la synaptogenése sur les capacités phagocytaires des microglies.

En collaboration avec Solen Rimbert, nous avons étudié in vivo 'expression du
récepteur Aza dans les microglies de I’hippocampe pendant le pic de synaptogenése et
alafin de ce pic. Pour cela, nous avons purifié des microglies au cours de la synaptogenése
(P10) ou a la fin de la synaptogenése (P30) et avons comparé l'expression des ARN
messagers (ARNm) des récepteurs A2A et A3, a partir de cortex et hippocampes de souris
males et femelles. Aprés liaison de billes magnétiques couplées a des anticorps anti-CD11b
spécifiques des microglies, ces derniéres ont été isolées avec un taux de purification supérieur
a 90%, et les ARNm microgliaux ont été extraits (Figure 24A). Apres sélection des amorces
pour amplifier les génes codant pour AzaR et AsR, les ARNm de ces récepteurs ont été
détectés par RT-qPCR (réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel), ainsi
que les génes de référence (Cyp et mHprt) a partir ’ARNm de cerveaux totaux de souris
(Figure 24B). En revanche, seul le AsR est détecté a partir ’ARNm de microglies issues de
souris a P10 (Figure 24C) ce qui suggere un tres faible taux ’ARNm de AaR microglial
pendant le pic de synaptogenese. De plus, la détection du AzaR au cours de la RT-gPCR dans
les microglies a P10 ou P30 a lieu aprés 30 cycles d’amplification, ce qui confirme une faible
expression du AzaR quel que soit le stade de développement (Figure 24D). L’expression du
gene du récepteur A3 augmente significativement chez les souris males entre P10 et P30
(Figure 24E), et une méme tendance est observée chez les femelles (Figure 24F). En
regroupant les données des deux sexes, 'augmentation de I'expression du AsR entre P10 et
P30 est significative (Figure 24G). Ces données montrent que ’ARNm codant pour AsR
augmente dans les microglies aux stades tardifs du développement, tandis que ’ARNm
d’A,nR est faiblement détecté dans les microglies, quel que soit le stade

développemental.
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Figure 24 : Taux d’expression des transcrits des récepteurs a I’adénosine A2A et A3 dans les
microglies pendant la synaptogenése. (A) Taux de purification des microglies et quantités moyennes
d’ARN obtenues a partir de souris P10 (n=19) et P30 (n=20) avant et aprés la purification avec les billes
magnétiques anti-CD11b. (B-C) Gel d’électrophorese des produits de PCR réalisés a partir des ADNc
des génes de ménage cyclophiline (Cyp) et hypoxanthine phosphoribosyle transférase (mHprt) et des
récepteurs Axa et As. Les ADNc sont produits aprés transcription inverse des ARNm de cerveau total
d’une souris adulte, amplifiés sur 40 cycles (B) ou de microglies purifiées de souris a P10 amplifiés sur
28 cycles (C). (D) Courbes d’amplification de '’ADNc de Cyp (pointillés noirs), mHprt (pointillés gris), A2a
(vert) et Az (bleu) par réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel (QRT-PCR) de
microglies purifiées de souris males a P10 (haut) et P30 (bas). (E-G) Quantifications de I'expression
des ADNCc de A2a et Az dans les microglies & P10 et P30 chez des souris méles (E), des souris femelles
(F), ou les deux sexes (G). Notez que I'expression du A2AR microglial est trés faible a P10 ou P30.

L’expression du A3R augmente a I'age adulte par rapport a P10. L'expression des génes est normalisée
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par rapport au gene de référence Cyp et les données exprimées en moyenne + SEM. Nmaes p10 = 6,
Nmales P30 = 5, Nremelles P10 = 5, Ntemelles P30 = 4. Test de Mann-Whitney *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.

Dans un second temps, nous avons évalué I'expression du A2aR au niveau protéique.
Nous avons margqué AzaR et Ibal par immunohistochimie sur des tranches d’hippocampe de
souris & P10 ou P30 (Figure 25).

A P16, le marquage microglial Ibal est présent au sein des différentes couches de
cellules de I'hippocampe, et le marquage du A2aR au niveau du soma des neurones de la
couche granulaire du gyrus denté ainsi qu’au sein de la couche moléculaire ou se trouvent
leurs neurites (Figure 25B). A P10, P16 ou P30, le marquage du A2aR est faible dans les corps
cellulaires des microglies, immunomarquées avec lbal, alors que le AxaR est fortement
exprimé dans le soma des neurones, au hiveau de la couche granulaire (Figure 25 A-C). Le
faible marquage ponctiforme du A2aR dans la couche granulaire ne colocalise pas strictement
avec le marquage Ibal, ce qui suggére que le AR est présent le long des dendrites des
cellules granulaires. En comparant les intensités de fluorescence du AzxR dans le soma des
neurones de la couche granulaire et des microglies au méme stade, 'immunoréactivité du
AzaR était toujours plus forte dans les neurones que dans les microglies que ce soit pendant

(Figure 25A), a la fin (Figure 25B) ou apres (Figure 25C) la période de synaptogenese.

P10

P16

P30

Figure 25 : Faible détection du récepteur A,a dans les microglies pendant et apres la période de
synaptogeneése in vivo. (A-C) Images confocales représentatives des marquages DAPI (bleu), Ibal
(vert) et A2aR (rouge) dans le gyrus denté de souris a P10 (A), P16 (B) ou P30 (C). Les images sont

des projections de I'intensité moyenne des marquages sur 12um de tissu. Barre d’échelle : 20 um. Notez
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gue le A2aR est détecté dans les somas des neurones de la couche granulaire (fleches jaunes) alors
que ce signal est trés faible dans les corps cellulaires des microglies (fleches blanches) a tous les ages
étudiés.

Ces données montrent que le A;aR est faiblement exprimé au niveau génique et
protéique dans les microglies au cours de la synaptogenese, et suggerent un faible role
du récepteur A2A microglial au cours de cette période. La régulation des synapses
glutamatergiques par la voie adénosinergigue décrite précédemment in vitro reposerait donc

sur les A2aR neuronaux, au centre de la régulation, et peu sur les A2aRs microgliaux.

Bloquer la signalisation adénosinergigue au cours de la synaptogenése in vivo induit
une stabilisation des synapses excitatrices sur le long terme. Les AzaRs pourraient-il agir sur

les processus d’élimination de synapses par les microglies au cours du développement ?

En collaboration avec Emilie Faivre, nous avons étudié le réle de la signalisation
adénosinergique sur lP’activité phagocytaire des microglies de I'’hippocampe. Nous
avons analysé en microscopie confocale dans I'hippocampe des animaux males traités a la
solution saline, au SCH ou a la caféine au cours de la synaptogenése (Figure 23A), le nombre
et la morphologie des microglies grace a un marquage Ibal (Figure 26A) et leur capacité a
phagocyter les synapses glutamatergigues en co-marquage de CD68 et Homer et
Synaptophysine (Syp) (Figure 26E). La densité de microglies chez les méles ne varie pas dans
I'hippocampe, dans les régions CA1 ou du DG (Figure 26 A-D) apres traitement avec le SCH
ou la caféine au cours de la synaptogenése in vivo. Chez les méles traités avec du SCH, nous
avons observé plus de matériel synaptique (Homerl, Syp) dans les lysosomes
microgliaux marqués avec CD68 (Figure 26 E-H). Plus de 40% de Homerl, 20% de Syp et
plus 40% de Homerl colocalisés avec Syp ont été retrouvés dans les lysosomes chez ces

males par rapport au controle.
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Figure 26 : Cellules microgliales et activité phagocytaire suite au blocage des A2AR avec le SCH
ou la caféine au cours de la synaptogenése. (A) Images représentatives du marquage Ibal dans
I'hippocampe de souris males a P18, traitées avec une solution saline, du SCH58261 (0,1mg/kg) ou de
la caféine (1mg/kg) entre P3 et P16 (voir figure 23A). (B-D) Quantifications de I'intensité moyenne dans
I'hippocampe total (B), dans la région CA1 (C) ou dans le gyrus denté (D). Dans les graphiques, les
valeurs ont été normalisées par rapport a la surface marquée, les points représentent chacun une
tranche de cerveau et correspondent aux moyennes et s.e.m. (E) Images représentatives de I'analyse

en 3 dimensions des marquages Homerl (rouge) ou synaptophysine (Syp, magenta), et CD68 (vert).
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Barre d’échelle : 1Tum. (F-H) Quantifications du nombre de clusters synaptiques inclus dans le marquage
des lysosomes microgliaux CD68 dans la région CAl. Dans les graphiques, les valeurs ont été
normalisées par rapport au contrfle, les points représentent chacun une tranche de cerveau et

Correspondent aux moyennes et s.e.m.

Le blocage des AzaRs au cours de la synaptogenése induit donc une augmentation de
la densité des synapses glutamatergiques sans affecter la densité des microglies, mais
pourrait favoriser leur activité phagocytaire.

Pour conclure, les résultats obtenus indiquent que la signalisation adénosinergique
au cours du développement a une fonction dans la stabilisation des synapses
glutamatergiques de I’hippocampe. Le AaR neuronal aurait un rble central dans cette

signalisation qui dépendrait d’interactions neurogliales.
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DISCUSSION

Au cours de ce projet de thése, je me suis intéressée au rble des récepteurs A2A dans la

synaptogenése glutamatergique de I'hippocampe.

Nous avons montré que I'expression du A>aR aux synapses excitatrices et dans les cellules
gliales augmente au cours de la synaptogenése. Le AxaR régule la densité des synapses
excitatrices spécifiquement au cours de la période de formation des synapses (a DIV7 mais
pas a DIV21). L’activation du A2aR, uniquement en absence d’adénosine extracellulaire, induit
une perte de synapses glutamatergiques et augmente la diffusion des sous-unités GIuAl des
AMPARSs postsynaptiques. Le blocage du récepteur favorise le confinement de ces sous-
unités aux synapses. Paradoxalement, la suppression du AzaR neuronal induit une perte de
synapses suggérant que le A2aR neuronal stabiliserait les synapses glutamatergiques. En fait,
la déstabilisation des synapses induite par I'agoniste du A;aR est bloguée par la suppression
des cellules gliales ou microgliales, ce qui indiqgue que le mécanisme de régulation des
synapses glutamatergiques implique des interactions neurogliales. L’activation du AzaR
microglial, ou d’'un autre facteur microglial modulé par le A2aR neuronal, induirait donc une
déstabilisation des synapses glutamatergiques, a linverse du récepteur neuronal. Les
régulations décrites ne passent pas par les voies canoniques liées a l'activation du AzaR
neuronal (AMPc/AC ou MAPK). En revanche, la présence d’'un anticorps bloquant la protéine
du complément C1q empéche la déstabilisation des synapses, ce qui suggere que Clq
contribuerait aux mécanismes de stabilisation/déstabilisation des synapses glutamatergiques

au sein desquels le A2aR neuronal serait central.

Les données présentées dans ce manuscrit ainsi que celles générées précédemment dans
I'équipe du Dr Sabine Lévi permettent de mettre en évidence la contribution du A2aR dans
la stabilisation des synapses GABAergiques et glutamatergigues naissantes au cours
de la synaptogenése dans I’hippocampe. Les régulations décrites sont importantes pour la
mise en place des circuits neuronaux et le maintien de 'homéostasie dans le SNC sur le long
terme. La densité et la fonction de synapses glutamatergiques ou GABAergiques dans le
cerveau déterminent 'homéostasie des réseaux de neurones, et en cas d’altération de cette

balance excitation/inhibition, des pathologies peuvent émerger.

En se basant sur les résultats obtenus, nous discuterons dans cette partie (1) des voies
moléculaires possibles pour médier les processus de stabilisation des synapses
glutamatergiques naissantes a partir du A2aR neuronal, (2) des pistes sur les interactions entre
neurones et microglies pouvant médier la stabilisation/déstabilisation des synapses
glutamatergiques, (3) du réle de I'adénosine extracellulaire et de I'activité dans ces régulations,

(4) de la spécificité des effets sur les synapses glutamatergiques ou GABAergiques et des

145



conséguences sur les réseaux neuronaux hippocampiques. Nous confronterons les résultats
obtenus in vitro et in vivo, tout en précisant les limites expérimentales des travaux présentés

et des propositions pour les contourner.

Au cours du développement, certaines synapses seraient « destinées » a étre éliminées par
les microglies, et il existe un modele dans lequel les neurones moins actifs commencent a se
rétracter, les synapses a se fragmenter avant la phagocytose par les microglies. La fractalkine
sert de signal de recrutement de la microglie aux synapses. Les synapses sont ensuite
tagguées avec des signaux « eat-me » du complément et phagocytées par les microglies qui
possédent les récepteurs a ces signaux (Schafer and Stevens, 2015). Il est en effet difficile de
savoir si les synapses sont intactes au moment ou elles sont phagocytées ou si elles sont déja
amoindries.
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lllustration d’'un modéle de fragmentation des synapses avant leur phagocytose par la microglie
(Schafer and Stevens, 2015)

L’hypothése est que le A2aR neuronal permet de détecter finement I'activité des synapses
GABAergiques (Gomez-Castro et al.,, 2021) et glutamatergiques au cours de la
synaptogenése. Dans le cas des synapses excitatrices, une signalisation supplémentaire
serait mise en place a cette période, impliquant les microglies. Si les synapses excitatrices
peuvent étre reconnues par les microglies et éliminées, il y aurait en fait une étape qui
précederait cette reconnaissance et dans laquelle le A2aR neuronal aurait un réle central. Au
cceur d’'une signalisation dont les mécanismes restent a décrire, le A2aR favoriserait donc la
stabilisation des synapses glutamatergiques, ou leur déstabilisation en absence de cette
signalisation. Les synapses stabilisées sur le plus long terme seraient maintenues, et celles
déstabilisées et donc moins efficaces, seraient éliminées par la suite. La stabilisation des

synapses dans I'hippocampe par la signalisation adénosinergique pourrait donc coder pour
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des mécanismes de stockage de l'information sur le long terme, tandis que la déstabilisation
des synapses et leur réarrangement subséquent favoriserait le raffinement de I'information et

sa modification par I'expérience (De Paola et al., 2003).

1. Voies moléculaires possibles dans les processus de stabilisation des synapses

glutamatergiques naissantes a partir du A>aR neuronal

L’expression du AzaR, méme si elle est plus faible que dans le striatum, a été décrite dans
I'hippocampe (Lopes et al., 2004). Dans cette région, I'expression du A;aR augmente au cours
de la période de synaptogenése et les AxaRs sont principalement enrichis au niveau des
synapses (Gomez-Castro et al., 2021). Des techniques dimmunocytochimie, d’analyse
ultrastructurale et de microscopie a super-résolution STORM nous ont permis de quantifier et
visualiser ’expression périsynaptique du A;.R aux synapses glutamatergiques au cours
de la synaptogenése. Dans les cultures de neurones hippocampiques (présentées en figure
1), l'analyse d’immunocytochimies a révélé que les AxaRs étaient localisés aux synapses
glutamatergiques et que la densité des agrégats aux synapses augmentait au cours de la
période de synaptogenése entre DIV7 et DIV14. La visualisation en microscopie STORM des
A2xRs a confirmé leur enrichissement a proximité des synapses glutamatergiques a DIV7 par
rapport & DIV21 (Figure 3). L’analyse en microscopie électronique du AaR indique que la
localisation des A2aRs est périsynaptique au cours du développement, et aussi présynaptique
dans la région CA1 de I'hippocampe. A P30, les récepteurs ont été localisés dans les zones
postsynaptique et présynaptique. Il est donc possible que le A;aR change de localisation au
cours du développement. L’expression présynaptique du A2aR a P7 ou P30 serait liée a sa
fonction de régulation de libération de neurotransmetteur (Rebola et al., 2005; Sebastido and
Ribeiro, 2015), tandis que sa localisation périsynaptique au cours de la synaptogenése

suggere une fonction particuliére du récepteur a cette période (Figures 4-5).

Cohérente avec un role du A2xR neuronal dans la stabilisation des synapses excitatrices dans
I'hippocampe, la suppression du A2aR neuronal induit une perte de synapses glutamatergiques
(Figure 17). De maniére intéressante, une perte identique est observée pour les synapses
GABAergiques (Gomez-Castro et al., 2021), ce qui indique que les régulations de la

stabilisation des synapses par le A2aR neuronal seraient médiées par un processus commun.
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Quelle voie de signalisation médiée par le AaR neuronal serait impliqguée dans la

stabilisation de la synapse glutamatergique ?

Au niveau de la synapse GABAergique, les processus de stabilisation des protéines
d’échafaudage synaptique et du GABAAR médiés par le A2aR et le GABAAR ont été décrits en
introduction (voir partie 2.3.2.1). lls impliquent l'activité¢ des ACs calcium- et calmoduline-
dépendantes, AC1 et AC8, exprimées au niveau de [I'hippocampe, et les voies de
signalisation AC/AMPCc/PKA.

Dans notre modéle de synapses glutamatergiques au cours de la synaptogenese,
I'activation des ACs ou I'augmentation de 'AMPc intracellulaire n’a pas d’effets sur la densité
de synapses (Figure 20). En paralléle, jai testé I'effet d’'une surexpression de I'AC1 ou de
I’AC8 sur les synapses glutamatergiques. L’AC8 ne s’exprimait pas dans nos neurones alors
que I'AC1 était détectée sous forme d’agrégats et de maniére diffuse dans le neurone. Je n’ai
pas observé d’effet significatif d'une expression de I’AC1 dans les neurones sur le nombre de
synapses glutamatergiques. L’absence d’effet de la surexpression de 'AC1 peut étre liée a
des phénoménes de compensation mis en place les trois jours suivant la transfection des
plasmides, pendant lesquels des phosphodiestérases peuvent dégrader 'AMPc et faire ainsi
disparaitre la régulation liée a cet AMPc (Bock et al., 2020). Il est possible de transfecter un
plasmide exprimant une AC photosensible, qui permettrait 'augmentation locale et transitoire
d’AMPc et éviterait cette régulation éventuelle par les phosphodiestérases (Ohki et al., 2016).
Pour voir si les ACs ont des effets sur les synapses glutamatergiques dépendants du AxaR
neuronal, il serait possible de transfecter un plasmide surexprimant 'AC1, présente au niveau
des radeaux lipidiques, en parallele du shA2A et d’activer les ACs avec de la forskoline. A
défaut de voir des effets de l'activation de I'AC et/ou de la production d’AMPc sur la
synaptogenése glutamatergique, nous avons essayé a l'inverse de tamponner 'AMPc avec
les constructions Lyn et Kras qui ciblent les éponges a AMPc au niveau des radeaux lipidiques
ou en dehors. Aucune de ces constructions ne modifie le nombre de synapses dans des
neurones sauvages ou n'a d’effet sur la perte synaptique induite par le shA2A (Figure 21). I
est a noter que ces traitements et ces constructions ont un effet sur la synaptogenése
GABAergique, ce qui valide leur efficacité dans notre modéle in vitro et suggére fortement que

la voie AC/ AMPc n’est pas impliquée dans la stabilisation des synapses glutamatergiques.

En dehors des radeaux lipidiques, le A2aR est couplé a la voie MAPK (Charalambous
et al.,, 2008) et son activation induit I'élongation des axones. Il est possible de tester la
contribution de cette voie avec des inhibiteurs pharmacologiques comme U0126, LY294002
et U73122, ciblant respectivement MEK/Erk, PI3K et PLC (Ribeiro et al., 2016) en présence
ou non du shA2A, ou de I'agoniste du A2A en combinaison avec ADA+AMPCP. L’interaction

du A2aR avec le FGFR a été montrée. |l serait intéressant d’étudier les effets synergiques de
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I'activation du AzaR et du FGFR sur la voie MAPK en présence de faibles concentrations
d’'adénosine (ADA+AMPCP) (Flajolet et al., 2008) et ses conséquences sur les synapses
glutamatergiques. Nos expériences préliminaires ne montrent pas de lien direct entre le A2aR
et la voie MAPK ou le FGFR.

Si les voies de signalisation canoniques liées a A2aR ne sont pas impliquées dans la
stabilisation de synapses glutamatergiques, quel serait alors le mécanisme d’action du

A2aR neuronal ?

Les données présentées dans ce manuscrit suggerent qu’en dehors des voies de signalisation
canonique, la présence physique du AzaR neuronal serait nécessaire pour stabiliser les
synapses glutamatergiques. En effet, en absence de A2aR neuronal, I'activation des AzaRs
par I'agoniste n’induit pas de perte supplémentaire de synapses (Figure 19). Notre hypothése
est donc que le AzaR interagirait avec une protéine au niveau de la synapse excitatrice et
favoriserait la stabilité de cette derniére. De plus, la surexpression du Az;aR neuronal n’affecte
pas la densité de synapses ce qui correspondrait & un rble stabilisateur des synapses
glutamatergiques (Figure 18). Notre hypothése est donc que le A24R interagirait avec une ou
plusieurs protéines au niveau de la synapse excitatrice qui régulerait la stabilisation ou la
déstabilisation de la synapse. Cependant, avant de se pencher sur les interactions physigues
entre le AxaR et des effecteurs moléculaires, il est important de noter que la modification de
'expression des A2aRs dans un type cellulaire peut entrainer des phénoménes d’adaptation
ou de plasticité. La délétion du A;aR astrocytaire induit des modifications de la transmission
glutamatergique en augmentant I'expression des NMDARSs contenant des sous-unités NR2B
et en favorisant l'internalisation des récepteurs AMPA. Ces adaptations neuronales sont a
I'origine de déficits cognitifs (Matos et al., 2015). Par exemple, on peut émettre I'’hypothése
que la délétion du A2aR neuronal entrainerait 'augmentation de I'expression des A:Rs ou des
AzxRs. (Moriyama and Sitkovsky, 2010). Il serait intéressant d’évaluer I'impact de la
transfection du shA2A sur I'expression des autres récepteurs a 'adénosine au sein du neurone
transfecté et des neurones environnants, pour comprendre si des mécanismes d’adaptation

seraient en cause dans les effets du shA2A observés.

De maniere intéressante, le blocage du AxaR au cours de la synaptogenése induit un
enrichissement de génes de la région postsynaptique (Miao et al., 2021). Les mécanismes
de stabilisation des synapses par le A2aR impliqueraient donc ce compartiment. Les AMPARS
et NMDARSs sont essentiels pour le maintien des synapses en développement (Zou and Cline,
1999; Cohen-Cory, 2002; Kesner et al., 2020). La sous-unité GluAl peut participer a la
formation de synapses. Le glypican 4 (GPC4) sécrété par les astrocytes de maniere

importante au cours du développement, induit la formation des synapses excitatrices en
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augmentant les niveaux de récepteurs AMPA contenant la sous-unité GluAl (Kamimura and
Maeda, 2021).

Nos expériences révélent également des changements dans la diffusion et 'accumulation
postsynaptique de GIuA1 mais pas de NR1 en réponse a l'activation ou au blocage du AzaR.
Dans nos cultures hippocampiques mixtes, I'activation du A2aR par le CGS-21680 en absence
d’adénosine extracellulaire induit une perte de synapses glutamatergiques (Figure 8).
L’analyse en immunocytochimie des sous-unités GluA1 et NR1 montre que I'activation du A2aR
induit une perte de GIuAl aux synapses glutamatergiques mais pas de NR1 (Figure 13). En
suivi de molécule unique, I’activation du AxxR favorise la diffusion latérale de GIUA1 aux
synapses excitatrices (Figure 12). Cela pourrait correspondre a une déstabilisation de la
synapse. Ces résultats sont en accord avec ceux montrant qu’aux synapses inactives, GluA1

est trés mobile et les AMPARs diffusent hors de la synapse (Ehlers et al., 2007).

La mobilité des sous-unités GIuA1 des AMPARs participe a plusieurs formes de potentiation
des synapses glutamatergiques. Il a été montré que P’activation des A;.Rs peut induire la
phosphorylation des GIuA1l par la PKA et favoriser les processus de LTP. Dans ce cas, les
concentrations en adénosine extracellulaire sont importantes (Dias et al., 2012). Dans ces
conditions, I'activation des AzaRs favoriserait donc I'activité des AMPARSs et stabiliserait ainsi
les synapses, mais cela est différent de nos observations dans les cultures mixtes ou les
concentrations d’adénosine sont réduites. Cela peut étre di a 'age des neurones (i.e. un effet
sur la formation des synapses ou un effet sur la plasticité des synapses matures), aux
différents types cellulaires présents et a leurs effets opposés sur les synapses (neurones ou
microglie) et leurs réponses aux concentrations d’adénosine (faibles ou élevées) (Di

Angelantonio et al., 2015) ou encore a des phénoménes d’internalisation des AMPARSs.

Il serait intéressant de regarder si les récepteurs AMPA sont internalisés en présence du
CGS-21680 ou du SCH-58261, qui confine les AMPARs aux synapses (Figure 12). La
localisation des AMPARs peut modifier la formation ou plasticité des synapses.
L’internalisation des AMPARs médiée par 'activation des NMDARSs est suivie d’'une réinsertion
a la membrane. Les NMDARSs contrblent les mouvements des AMPARS via la PKA, et sont
associés a la déphosphorylation puis rephosphorylation de GIuAl (Ehlers, 2000). Si le
recrutement des AMPARs suite a I'activation des NMDARSs et I'entrée de calcium est décrit au
cours d'une LTP et pourrait dépendre des synaptotagmines 1 et 7, qui lient le calcium, (Wu et
al., 2017), au cours d'une LTD, les AMPARs contenant GIuA2 sont internalisés et ce
phénoméne dépend de la synaptotagmine 3 (Syt3) (Awasthi et al., 2019). On peut donc se
demander si les récepteurs AMPA seraient endocytés aprés activation ou blocage de la voie

A2A et quelles seraient les conséquences physiologiques sur la stabilisation de la synapse.
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De plus, les phénomenes de LTP induisent un élargissement des épines dendritiques qui peut

étre lié a la quantité ’AMPARSs présents au niveau postsynaptique (Matsuzaki et al., 2004).

Les modulations pharmacologiques de la signalisation adénosinergique n’ont pas d’effets sur
la sous-unité NR1 des NMDARs (Figure 13). Une autre sous-unité des NMDARS pourrait étre
étudiée, la NR2B. Elle est impliquée dans les processus de mémoire et participerait a
l'internalisation des AMPARs (Sanz-Clemente et al., 2013; Matos et al., 2015). Cette sous-
unité, prédominante au cours du développement, permet aussi la formation des synapses, en

se liant a la CamKiIl.(Gambrill and Barria, 2011).

Il est aussi important de noter que les marqueurs postsynaptiques PSD-95 et SAP-102 sont
impliqués dans la stabilisation des synapses naissantes. SAP-102 n’est pas régulé de la méme
fagcon que PSD-95, elle est plus mobile dans les épines dendritiques, mais ces protéines
d’échafaudage sont modulées par le cytosquelette d’actine (Al-Hallag et al., 2007). Le AzAR se
lie & Pa-actinine-1, elle-méme associée a la PSD des synapses glutamatergiques, avec les
récepteurs métabotropiques au glutamate 5, NMDA et P2X7 (Cabello et al., 2007).
L’interaction du A;aR avec l'a-actinine-1 module I'expression du AzaR a la membrane, et
I'association NMDAR/mGIuRS5 pourrait faciliter la modulation des courants médiés par les
NMDARs par mGIuR5 et la stabilité de la synapse. Il reste cependant a savoir si cette
interaction contréle la stabilisation des synapses glutamatergiques naissantes.

Comme mentionné en introduction, les CAMs peuvent réguler la formation des synapses
(Chen et al., 2010), leur plasticité et leur élimination. Leurs interactions sont variées et
dependent de leur localisation (Basu et al., 2017). Le A2aR neuronal pourrait moduler les

dynamiques de ces interactions et stabiliser ou non les synapses naissantes par ce biais.

Le AzaR interagit avec plusieurs protéines est peut moduler leur activité. Comment par

une interaction physique le A2aR neuronal maintiendrait-il un état stable de lasynapse ?

Nous pouvons faire I'hypothése que le AzaR serait couplé a une protéine membranaire et
inhiberait son réle déstabilisateur/inhibiteur de I'activité ou activerait son réle stabilisateur.

Quels sont les candidats potentiels ?

Le AR peut s’hétérodimériser avec le A;R, qui limite la neurotransmission
glutamatergique, et inhibe sa fonction. Cependant, cette interaction n’a pas été montrée au
niveau péri ou postsynaptique, et le réle du AR au cours du développement ou son implication

dans la synaptogenése ou stabilisation de synapses n’ont pas été montrés.

Le récepteur A2B peut se dimériser avec les AxaRs, mais il est compliqué de déterminer

leur contribution dans les effets observés sur les synapses glutamatergiques car leur affinité
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pour I'adénosine est faible. C’est pourquoi le réle des AxR dans le SNC, ou ils sont
relativement peu exprimés, pourrait plutdt moduler des phénoménes d’inflammation en
association avec les AxaRs. L’expression du AzaR favoriserait I'expression du AR a la
membrane (Moriyama and Sitkovsky, 2010), ce qui serait cohérent dans ces contextes
inflammatoires, mais la piste d’'une coopération au niveau des synapses au cours du
développement reste a explorer, sachant que les AxaRs et AzsRs favorisent tous deux la

transmission glutamatergique.

L’activation des AzaRs associés avec les CB1Rs bloguerait leurs effets inhibiteurs sur la
transmission excitatrice et I'excitabilité postsynaptique, médiés par les mGIuR5 et NMDAR
dans I'hippocampe (Kouvaros and Papatheodoropoulos, 2016). L’interaction des AzaRs et des
CB1R au niveau périsynaptique des synapses glutamatergiques de I'’hippocampe au cours du

développement reste a déterminer.

Le A2:R transactive le TrkB. Le blocage du TrkB induit une perte de synapses
GABAergiques, et dans ces conditions, I'activation du AzaR restaure le nombre de synapses
(Gomez-Castro et al., 2021). L’'activation du AzaR induit aussi une augmentation de BDNF
(Jeon et al., 2011), ce qui stabilise PSD-95 et favorise la croissance des dendrites via les
microtubules (Hu et al., 2011). Dans ces expériences, le CGS est utilisé seul et les résultats
correspondent donc les observations faites dans les cultures hippocampiques car I'activation

du A2aR ne modifie pas la densité de PSD-95 aux synapses (Figure 8).

Les A2xRs interagissent avec les mGIuRS5. lls auraient un rdle permissif sur l'activité des
MGIURS5 pour potentialiser les NMDARSs, via la phosphorylation de NR2B (Temido-Ferreira et
al., 2020). mGIuR5 interagit avec la Norbin et Homer, qui augmentent I'adressage a la surface
cellulaire de mGIuRS5 et régule positivement la signalisation associée (Brakeman et al., 1997;
Wang et al., 2009).

Nous ne pouvons pas conclure quant a I'implication des molécules citées ci-dessus dans la

stabilisation des synapses médiée par le AzaR.
Quelle est la contribution du A2aR neuronal et non-neuronal in vivo ?

Pour comprendre le réle du AzaR neuronal a I'échelle d’'un réseau de neurones intégré et
au cours de la période de synaptogenése, des souris Camklla-CreERT2 sont actuellement
croisées avec des souris d’'une lignée A2A-Flox. L'injection de tamoxiféne au cours de la
période de synaptogenése (entre P3 et P16) permettra de supprimer I'expression du AzaR
spécifiguement dans les neurones et d’observer les effets sur les synapses glutamatergiques,

la mise en place des réseaux neuronaux et les comportements.

152



Méme si les effets observés dans les cultures primaires en présence de composeés
pharmacologiques correspondent a des mécanismes de stabilisation, I'expérience de
transfection du shA2A pourrait impacter la synaptogenese. Il serait intéressant de visualiser
I'effet d’'une délétion conditionnelle du A2aR neuronal sur la formation de synapses excitatrices
naissantes. Pour cela, une technique a été mise au point, appelée GRASP (GFP
reconstitution across synaptic partners). Elle est basée sur I'expression de deux fragments
de GFP non fluorescents au niveau de membranes synaptiques qui sont exprimés dans des
neurones distincts. Lorsque les membranes synaptiques de deux neurones sont apposées, la
fluorescence de la GFP est rétablie et la synapse naissante peut étre visualisée (Kim et al.,
2012; Choi et al., 2018). En utilisant les souris CamKlla®®* :: A2AMX/fox noyr supprimer le
A2xR neuronal au moment de la synaptogenése et la technique GRASP, nous pourrions
étudier le rdle du A2aR neuronal dans la formation des synapses naissantes.

Le récepteur A2A est aussi exprimé par d’autres types cellulaires dans le cerveau. Dans
les cultures de neurones hippocampiques, I'analyse d'immunocytochimies a révélé que les
A2aRs étaient présents sous forme d’agrégats dans les prolongements astrocytaires, et que
leur expression était maximale a DIV7 (Figure 6). L’analyse ultrastructurale du AaR a P7 ou
P30 a révélé que le récepteur était localisé le long de la membrane plasmique des astrocytes
(Figure 5). Les AxaRs étaient exprimés de maniére diffuse dans les microglies dans les
cultures in vitro et l'intensité d’expression diminuait aprés DIV7 (Figure 7). Ces localisations
subcellulaires du A2aR au cours de la synaptogenése suggérent une implication du récepteur

dans les cellules neuronales et non-neuronales.

Les effets médiés par le AxaR seraient en fait différents en fonction du type cellulaire
'exprimant. Dans les cultures hippocampiques composées de cellules neuronales et gliales,
I'activation du AzaR induit une perte de synapses glutamatergiques (Figure 8), et ces effets
sont bloqués en absence de cellules gliales (Figure 14) ou microgliales (Figure 15).
L’hypothése est que les récepteurs A2A gliaux et neuronaux auraient des fonctions
opposées sur les synapses glutamatergiques. |l a déja été montré que les A2aRs neuronaux
et astrocytaires ont des effets neuromodulateurs opposés sur la mémoire. La suppression de
I'activité des A2aR neuronaux a des effets neuroprotecteurs tandis que la délétion des
récepteurs A2A astrocytaires potentialise I'apparition de déficits de mémoire (Matos et al.,
2015).

Les cellules gliales participeraient donc a la régulation médiée par le A2aR neuronal. Au vu des
résultats obtenus, nous pourrions proposer que les astrocytes seraient impliqués dans la
régulation des synapses médiée par les A,aRs neuronaux, en lien avec la densité importante
de ces cellules dans la culture et leurs nombreux réles a la synapse. Une autre hypothéese

attrayante est que les neurones et les microglies interagiraient par des contacts directs ou des
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échanges membranaires, ce qui permettrait une régulation rapide de la synapse
glutamatergique. Nous nous sommes d’abord intéressés a cette hypothése neuro-microgliale
dans le cadre de cette thése, en gardant en mémoire le réle potentiel des astrocytes dans les

mécanismes observés.

2. Interactions possibles entre neurone et microglies a I’origine de la stabilisation

ou déstabilisation des synapses glutamatergiques

La régulation des synapses par les neurones et microglies peut impliquer une interaction
physique ou la libération de facteurs solubles. La perte de synapses glutamatergiques médiée
par I'activation du A;aR dans la culture mixte (Figure 8), bloquée en absence de microglies
(Figure 15), peut dépendre de I'activation des récepteurs A2A microgliaux, de la présence des

microglies et de l'interaction de la synapse avec des protéines microgliales.

Pour explorer la contribution des AzaRs microgliaux dans la régulation des synapses
glutamatergiques, des techniques de purification de microglies et RT-gPCR ont permis de
montrer une trés faible expression d’Adora2a dans la microglie pendant la synaptogenése a
P10 ou P30 (Figure24). L’expression protéique peut néanmoins étre observée en présence
d’'un taux faible de transcrits. C’est pourquoi nous avons déterminé par immunohistochimie la
localisation de la protéine A2A dans les microglies. Les données préliminaires obtenues
montrent un faible marquage du AzaR dans les microglies a P10, P16 ou P30 (Figure 25). Ces
expériences sont a poursuivre pour pouvoir quantifier plus précisément I'expression protéique
des AxaRs dans les microglies. Pour le moment, ces données suggerent que les AzaRs
microgliaux seraient peu impliqués dans la régulation de la densité des synapses
glutatamatergiques. Cette hypothése pourrait étre vérifiée en analysant des souris
CX3CR1Cre* :: A2ATox/lox - actuellement en croisement, injectées avec du tamoxiféne au cours
de la période de synaptogenése pour supprimer spécifiquement le A2aR dans les microglies a
cette période. Une telle manipulation de I'expression développementale du A2xR dans les
microglies n’a jamais été décrite, ce qui rend la perspective de ce modéle trés intéressante.
L’analyse des synapses glutamatergiques, de la mise en place et de l'activité des réseaux
neuronaux et de comportements permettra de caractériser ce modéle et de mieux comprendre

le réle des A2aRs microgliaux au cours de la synaptogenese.

D’autres modéles sont possibles pour étudier les contributions respectives des AzaRs
neuronaux et microgliaux in vitro sur la stabilisation des synapses excitatrices. En utilisant des
souris KO-AzaR (KO) ou wild-type (WT), des co-cultures de cellules de I'hippocampe
pourraient étre préparées, en mettant en contact des neurones KO avec des microglies WT,

ou des neurones WT avec des microglies KO. L’analyse de la densité des synapses
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glutamatergiques et de I'expression des A.aRs dans les deux types cellulaires permettra

d’éclairer la contribution de chacun dans la régulation des synapses.

Une autre piste intéressante serait d’activer des microglies avec des LPS et d’induire ainsi une
augmentation de la réactivité des AzaRs microgliaux (Orr et al., 2009). Ces microglies activées
seraient mises en contact dans un systeme de co-culture avec des neurones WT, et la densité
de synapses glutamatergiques serait analysée, ainsi que les effets sur I'expression, la
localisation des A;aRs neuronaux, la production de facteurs synaptotrophiques ou toxigues

par les microglies.

Une hypothése serait que la synapse en contact avec la microglie lui communiquerait

des sighaux de stabilisation ou déstabilisation par le A2aR neuronal.

La présence du A;aR neuronal et son interaction avec une protéine reconnue par la microglie
informerait la microglie de maniére activité-dépendante que cette synapse doit étre éliminée,
ou a l'inverse modulerait son recrutement afin de stabiliser la synapse. Dans les cultures
hippocampiques, la perte de synapses glutamatergiques médiée par 'activation du AzaR est
bloquée en présence d’un anticorps neutralisant la protéine C1q (Figure 22). Il a été montré
que linjection de I'anticorps bloquant C1q réduit la phagocytose des synapses par les
microglies in vivo et augmente la densité des synapses quelques jours aprés linjection
(Dejanovic et al., 2018). Le AzaR neuronal pourrait donc interagir avec un effecteur de la
voie du complément, comme C1q, C3 ou C5. Ces interactions pourraient étre testées en
utilisant des anticorps neutralisant C3 ou C5 dans des conditions ou le A2aR est activé, ou en
absence du AzaR dans les neurones transfectés avec le shA2A. En lien avec C1q, les AzxRs
a la synapses pourraient aussi étre associés a la phosphatidylsérine qui est exprimée aux
synapses, colocalisée avec C1q et marque les synapses qui seront éliminées (Scott-Hewitt et
al., 2020). Dans ce cas l'interaction du AzaR neuronal avec les protéines du complément ou la
PS inhiberait les messages « eat-me ». Sachant que la protéine C1q est présente sous forme
soluble a la membrane des neurones et donc diffuse, I'association du A2aR neuronal avec Clq
permettrait d’identifier les synapses a éliminer en préservant les synapses environnantes du

méme neurone.

Le AzaR neuronal pourrait aussi interagir avec les pentraxines neuronales qui sont
sécrétées au niveau des synapses et interagissent avec C1q, via leur domaine C-terminal
(Kovécs et al., 2021). Les NPs ont été impliquées dans le raffinement des circuits synaptiques,
ou elles marqueraient les synapses a dégrader. En I'absence de NP1/2, la densité des
synapses dans le dLGN est accrue au cours du développement, et cet effet est similaire a
celui des KO pour C1q (Bjartmar et al., 2006).
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Une interaction du A2aR avec un récepteur membranaire TREM2, une protéine microgliale
gui reconnait la PS et est nécessaire pour la phagocytose durant la synaptogenése, est

€galement envisageable. Est-ce que le A2aR reconnait la PS qui est exprimée sur le neurone?

L’interaction de A2aR avec CD47 n’a pas été montrée mais CD47 protége de I’élimination
des synapses par les microglies. Ce signal « don’t eat-me » est présent préférentiellement
aux synapses actives (Lehrman et al., 2018), et on pourrait émettre I'hypothése que le A2aR
neuronal serait associé a type de signaux pour limiter la déstabilisation et I'élimination des

synapses glutamatergiques (Elward, 2003).
Le A2aR a-t-il un réle dans la régulation du phénotype microglial ?

Les signalisations purinergiques sont impliqués dans les dérégulations synaptiques induites
dans des contextes allostatiques. Dans un modéle de tauopathie, I'expression accrue de AzaR
induit une perte des synapses dans I'hippocampe et des déficits mnésiques (Carvalho et al.,
2019). L’activation des microglies médiée par les récepteurs purinergiques P2X7 participe a
l'altération de la plasticité dans les tauopathies. Dans ces conditions, I'inhibition des A2aRs ou
des P2X7R a un effet neuroprotecteur (Carvalho et al., 2021). Les A;aRs contrélent I'activation
des microglies et les processus de neuroinflammation et ils agiraient en coopérant avec
les P2X7R (Dias et al., 2021), qui sont décrits pour leur réle dans l'inflammation (Di Virgilio et
al., 2017).

Une hypothese est que le A2aR modulerait I'activation ou les capacités phagocytaires des
microglies. En effet, le blocage pharmacologique du A2aR au cours du développement
modifient la morphologie des microglies (Simdes-Henriques et al., 2020) et induit
'augmentation de I'activité lysosomale et phagocytaire des microglies dans le dLGN (Miao et
al., 2021).

Pour étudier I’activation des microglies médiée par le blocage des A-.Rs au cours de la
synaptogenése, nous pourrions analyser l'expression de CD68 dans les microglies en
marquant par immunohistochimie Ibal et CD68 et en quantifiant les aires de CD68 dans les
microglies Ibal-positives (Cope et al., 2016), qui augmenterait en cas d’activation. Les
données acquises sur la capacité phagocytaire de matériel synaptique par les microglies

(Figure 26) ne nous donnent pas acces a cette information.

Il pourrait aussi étre intéressant de regarder la phagocytose des synapses excitatrices dans
les microglies (Figure 26) au cours de la synaptogenése (P10) et non apres (P21), pour voir

s’il y aurait un décalage dans le phénoméne d’élagage synaptique (Paolicelli et al., 2011).

Nous avons également testé la contribution de la signalisation du A2aR sur une durée réduite

(1h) sur l'activation des microglies purifiées. En paralléle de I'étude de I'expression du AzaR
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par les microglies au cours de la synaptogenése en collaboration avec Solen Rimbert, nous
nous sommes intéressées a 3 marqueurs membranaires d’homéostasie, ou d’activation des
microglies, CD11b, CD45 et TREM2 (Figure 27). Pour tester les effets d’'un blocage ou de
I'activation des AzaRs sur ces marqueurs, les microglies ont été purifiées a P10, a un taux
correct (>90%), en quantité suffisante (environ 500 000 cellules en moyenne) (Figure 27A) et
exposées ou hon au SCH, ADA+AMPCP ou ADA+AMPCP+CGS pendant 1 heure a 37°C.
Aprés les traitements, les suspensions cellulaires ont été analysées en cytométrie de flux. Les
cellules apoptotiques ont été retirées de I'analyse (Figure 27B, diffusion lumineuse frontale=
200), et le taux de survie des cellules est resté stable avec les différents traitements (>70%).
L’intensité de fluorescence de CD11b, CD45 et TREM2 a été déterminée sur les cellules
vivantes analysées, et sa médiane correspond au taux d’expression membranaire de ces
protéines. Les valeurs sont stables dans les différentes conditions pour les 3 marqueurs
d’activation microgliale et pour les deux sexes (Figure 27C). Il semble tout de méme y avoir
un phénotype microglial sexe-dépendant car les intensités de fluorescence sont généralement
plus élevées dans les cellules issues de femelles. Dans nos conditions expérimentales, ces
résultats préliminaires suggérent que I’activation ou le blocage des A.aRs ne modulent pas

I’expression membranaire des marqueurs microgliaux d’activation et de phagocytose.
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Figure 27: Le blocage ou l’'activation des A;aRs microgliaux pendant la synaptogenése
n’augmente pas I'immunoréactivité membranaire des marqueurs d’activation des microglies. (A)
Taux de viabilité et de purification des microglies obtenues a partir de souris méles (n=3) et femelles
(n=4 divisé en 2 groupes équivalents) a P10. (B) Cytogrammes montrant pour chaque cellule (points
verts) l'intensité de fluorescence du DAPI en fonction de leur taille, déterminée par FSC (dispersion
lumineuse frontale) permettant de sélectionner uniquement les cellules vivantes (cercle rouge) pour les
analyses. Le pourcentage de cellules vivantes est indiqué au-dessus de chaque condition. Les cellules
ont été exposées aux traitements contréle, ADA (2U/mL) + AMPCP (85uM) ou ADA + ABM + CGS
(30nM), SCH58261 100nM). (C) Histogrammes représentant pour chaque traitement le nombre de
cellules CD11b* sélectionnées en fonction de lintensité de fluorescence de CD45. La médiane

d’intensité de CD45 est calculée sur la population cellulaire délimitée par la droite horizontale bleue
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indiquée pour chaque condition. (D) Histogramme des médianes d’intensité des marqueurs d’activation
microgliaux CD11b, CD45 et TREM2 définis en (C), en fonction des différents traitements indiqués chez

les méles (gauche) ou les femelles (droite) a P10. N=1.

L’absence d'un contrdle positif constitue une limite de cette analyse des marqueurs
d’activation, qui pourrait &tre contournée en activant les microglies avec les LPS, décrits pour
induire un état pro-inflammatoire (Gomez-Castro et al., 2021). Une autre limite a cette
technique est I'activation possible des microglies lors de I'étape de dissociation des tissus (Voir
méthodes), qui biaiserait les résultats dus aux traitements avec les agonistes ou antagonistes
du A2aR. Nous n’avons cependant pas observé d’augmentation des marqueurs d’activation, il
est donc possible que le temps de traitement d’1 heure soit trop court pour activer les
microglies et augmenter I'expression ou induire la redistribution des marqueurs étudiés. Dans
ce cas, le temps d’incubation pourrait étre rallongé, avec néanmoins un risque pour la survie

des microglies purifiées.

Pour lier les résultats sur les synapses glutamatergiques (Figure 23), les capacités
phagocytaires des microglies (Figure 26) et I'activation des microglies, les purifications de
microglies pourraient étre réalisées sur des animaux injectés avec le SCH-58261 ou la caféine
au cours de la synaptogenese selon le protocole utilisé en Figure 23A, et les marqueurs
d’activation testés dans une expérience de cytométrie de flux. Nous nous attendrions a ce que
le marqueur phagocytaire TREM2 augmente dans les conditions SCH ou caféine par rapport
au contrdle, ce qui serait cohérent avec l'augmentation de I'activité phagocytaire des
microglies dans le dLGN lorsque le A;sR est bloqué spécifiguement au cours de la
synaptogenése (P2 et P4 dans cette région du SNC) (Miao et al., 2021). Si le blocage du AzaR
neuronal favorise I'activation des microglies au cours du développement, cette activation

pourrait favoriser la formation des synapses au stade adulte (Cristovao et al., 2014).

Méme si la signalisation adénosinergique via les récepteurs A2aRs microgliaux serait minime
dans les processus de stabilisation des synapses excitatrices, 'adénosine pourrait activer les
récepteurs A3 sur la microglie (Figure 24). L’extension des prolongements microgliaux et
la migration subséquente des microglies médiée par I'ADP est régulée par les AsR (Ohsawa
et al., 2012). L’activation des microglies induit une diminution de I'expression de AsR par les
microglies en paralléle de 'augmentation de I'expression des A2aRs. Dans les microglies non
activées, la signalisation médiée par le AsR serait prévalente. En cas d’activation des
microglies, la diminution de la signalisation des AsRs permettrait 'expression des signaux anti-

inflammatoires médiés par les A2aRs (van der Putten et al., 2009).

De plus, les effets observés sont d’autant plus complexes qu'ils sont région-spécifiques. Un

Les microglies seraient différentes en fonction des régions de I'hippocampe, entre CA1 et CA3
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par exemple. Différentes fonctions des A;aRs ont été décrits dans des régions différentes
(Shen et al., 2008; Yu et al., 2008). De plus, les mémes molécules synaptiques pourraient

interagir différemment en fonction des régions du SNC.

Des modifications des microglies pourraient donc impacter leur capacité a éliminer des

synapses, par phagocytose ou par trogocytose (voir partie 1.3.1.2).

La libération de différents facteurs par les microglies pourrait aussi étre modulée par la
signalisation adénosinergique. Par exemple, les microglies pourraient libérer plus ou moins de
glutamate a proximité des synapses et ainsi modifier I'activité neuronale (Miyamoto et al.,
2013). La quantité de micro-vésicules libérées par les microglies, qui augmente les mMEPSCs
(Antonucci et al., 2012), pourrait aussi étre modifiée par la signalisation adénosinergique. La
libération de TNF-a module les récepteurs glutamatergiques et participe a la plasticité des
synapses (Beattie et al., 2002; Béchade et al., 2013). L’activation des A;sRs bloque la
production de TNF-a par les microglies activées (Newell et al., 2015; Liu et al., 2017). La
libération de thrombospondines par les microglies peut aussi étre modifiée, ce qui affecterait
la synaptogenése, en limitant 'assemblage de molécules a la synapse au cours du

développement (Christopherson et al., 2005).

3. Role de I’adénosine extracellulaire et de P’activité

Dans ces expériences de these plusieurs limites pharmacologiques peuvent étre citées.

Le récepteur A1 est aussi exprimé dans I'hippocampe (Cunha, 2016) et il a été montré que le
CGS-21680 peut se lier au A:R spécifiquement dans cette région (Halldner et al., 2004). Il
est donc intéressant de se demander si les effets du CGS-21680 observés sur les synapses
excitatrices (Figure 8) sont médiés par les AiRs ou les AxaRs. Le blocage du A:R ou son
activation n’ont pas deffet sur la densité de synapses excitatrices dans les cultures
hippocampiques (Figure 11). La régulation de la densité des synapses glutamatergiques
observée in vitro est donc bien médiée par le A2aR. En revanche, un contrdle supplémentaire
serait intéressant a faire en comparant I'activation du AzaR par le CGS-21680 en présence ou
absence d’un antagoniste du A;:R (DPCPX).

Il a aussi été montré que I'inosine, issue de la dégradation de I'adénosine par 'ADA, peut
agir sur le AiR et le A2aR. L’'adénosine a un temps de demi-vie de 10 secondes et I'inosine
de 15 heures, avec des concentrations élevées allant jusqu’a 30uM. L’inosine inhibe la liaison
du CGS-21680 sur le A2aR et est un agoniste fonctionnel des A;aRs (Welihinda et al., 2016).

L’inosine se fixe aussi sur les AiRs avec une forte affinité (Nascimento et al., 2015).
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Quelle est la source d’adénosine ?

L’adénosine détectée au niveau péri et postsynaptique par les A;sRs provient de sa
libération directe au niveau présynaptique, et de I’hydrolyse de ’ATP extracellulaire par
CD73 (Cunha, 2001a; Klyuch et al., 2012; Wall and Dale, 2013; Dale, 2021). Dans le modéle
in vitro présenté dans ce manuscrit, les effets de I'agoniste du A2aR sont visibles uniquement
lorsque les taux d’adénosine ambiant ont été réduits en présence d’ADA et d’AMPCP.
Cela suggere que dans des conditions basales, les récepteurs A2A sont largement occupés
par l'adénosine extracellulaire. Les effets observés dans des conditions d’adénosine
extracellulaire réduite pourraient étre liés a I'activation d’autres récepteurs purinergiques,
et notamment les récepteurs a I’ATP, qui médient des interactions neurogliales. Il serait donc
important de vérifier si les effets observés dans les cultures hippocampiques ne sont pas liés
a l'activation de ces récepteurs, et de voir quels effets indépendants de I'activité sont visibles

dans le modéle, en présence de TTX.

La stabilisation des synapses glutamatergiques par le AzaR est activité-dépendante.

Le r6le du A2aR dans I'élimination des synapses dépend de l'activité neuronale (Miao et al.,
2021), ce qui est cohérent avec la production accrue d’ATP, d’adénosine et de
'augmentation de I'expression de CD73 dans les synapses hippocampiques pendant la
période de synaptogenése (Gomez-Castro et al., 2021). Une communication neurogliale liée
a l'activité a aussi été montrée dans les cellules de Shwann qui ont un réle dans la
myélinisation au cours du développement, qui coincide avec une production accrue d’ATP
(Stevens et al., 2002). Bloquer les A2aRs impacte I'activité des neurones et pourrait aussi

affecter I'activité des microglies.

Dans les processus décrits précédemment, la clef de volte est I'activité neuronale. Elle
permet le recrutement des microglies et des astrocytes a la synapse active, libérant de 'ATP
qui pourra étre dégradé en adénosine et médier les régulations de stabilisation synaptiques
via les A2aRs selon nos hypothéses. Les astrocytes peuvent aussi participer a régulation en
sécrétant des facteurs ou gliotransmetteurs favorisant I'activité et la stabilité des synapses
(voir partie 1.3.1.5).

Comme a la synapse GABAergique, il existerait donc un mécanisme de détection de I'activité
synaptique, codée par la libération d’ATP/adénosine dans la fente synaptique, par les AzaRs
périsynaptiques, et un mécanisme pour déstabiliser/éliminer la synapse si la signalisation n’est
pas activée, impliquant des interactions entre le neurone et les microglies (Gomez-Castro et
al., 2021).
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4. Speécificité des effets sur les synapses glutamatergigues et conséguences sur
les réseaux neuronaux hippocampiqgues

Pourquoi les synapses excitatrices sont-elles plus sensibles que les inhibitrices ?

Les synapses glutamatergiques sont souvent altérées dans de nombreuses pathologies,
comme si elles étaient plus sensibles dans ces contextes allostatiques. Cela pourrait étre
expliqué par cette signalisation neurogliale au sein des synapses excitatrices, qui serait
impactée par les contextes inflammatoires qui accompagnent les maladies

neurodégénératives (Carvalho et al., 2019).

Une autre explication serait la présence de sous-types de microglies qui interagiraient
spécifiquement avec des synapses glutamatergiques ou GABAergiques (Favuzzi et al.,
2021). Les microglies sont impliquées dans la modulation de la neurotransmission excitatrice
et les modeles CX3RC1-KO induisent un exceés de synapses glutamatergiques immatures.
Les synapses inhibitrices ne sont pas affectée de la méme fagon (Paolicelli et al., 2011; Zhan
et al., 2014). Les perturbations de signalisations neurones-microglies ont aussi été reportées
pour affecter différentiellement les types de synapses inhibitrices dans I'hippocampe.
L’activation des microglies réduit la transmission glycinergique et non GABAergique au niveau

de la moelle épiniére (Cantaut-Belarif et al., 2017)

De plus, dans les cultures hippocampiques, nous avons vu que les AaRs n’étaient pas
présents a toutes les synapses mais seulement a un sous-groupe de 23,5% des synapses
glutamatergiques (Figure 3), ce qui suggére que la signalisation observée est seulement

opérante au niveau de certaines synapses.

Quels est le réle de la voie adénosinergique sur la formation des réseaux

hippocampiques en développement et matures ?

Bloquer le A2aR au cours de la synaptogenese résulte en un déséquilibre de la balance
excitation/inhibition, induite respectivement par la diminution de la transmission
GABAergique et 'augmentation de la transmission glutamatergique. En effet, des données
non publiées du laboratoire montrent une augmentation de la fréquence des courants
miniatures postsynaptiques excitateurs (Figure 28B) mais pas de différence dans leur
amplitude (Figure 28C) chez des males a P21 traités avec du SCH-58261 ou de la caféine
entre P3 et P16 (voir figure 23A pour protocole expérimental). Ces données sont cohérentes
avec l'augmentation de la densité des synapses glutamatergiques observée dans ces
conditions (Figure 23). De plus, les réseaux hippocampiques de ces animaux étaient
hyperexcitables. De maniéere intéressante, les femelles mais pas les méales montraient une

susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie.
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Figure 28 : Les traitements au SCH ou a la caféine au cours de la synaptogenése induisent une
augmentation de la fréquence mais pas de I'amplitude des mEPSCs chez les méles. (A) Traces
électrophysiologiques représentatives des courants miniatures postsynaptiques excitateurs (MEPSCs)
dans les tranches de cerveaux méles a P21 apres traitement avec une solution saline, le SCH-58261
(0.1mg/kg) ou la caféine (1Img/kg) entre P3 et P16. (B-C) Quantifications de la fréquence (B) et de
I'amplitude (C) des mEPSCs apreés les traitements indiqués. La fréquence des mEPSCs est plus élevée

chez les méles traités avec du SCH ou de la caféine au cours de la synaptogenése.

Le blocage des A;aRs au cours de la période de synaptogeneése induit donc des modifications
de I'excitabilité des réseaux hippocampiques in vivo qui peuvent étre a I'origine de 'émergence

de pathologies, et sont différentes chez les males et les femelles.

Cependant, 'augmentation des mEPSCs et de la densité des synapses glutamatergiques
dans I'hippocampe (Figure 23) observée in vivo n’est pas détectée dans le modéle in vitro
(Figure 8, 9). Ces différences peuvent étre expliquées par la variabilité dans les densité et
activité des cellules neuronales, astrocytaires et microgliales dans ces deux modéles. Dans le
modele de culture de neurones hippocampiques, le nombre de neurones est élevé et constant,
tandis que les astrocytes et microglies proliferent & des densités trés différentes. Les
astrocytes forment un « tapis » dans ce modele in vitro en « deux dimensions » et sont
présents a une forte densité par rapport aux microglies. Il a en effet été difficile d’estimer la
densité moyenne de microglies dans les cultures, qui est trés variable dans les conditions
d’'une méme expérience. Ce qui a cependant été observé est que leur nombre est tres faible
par rapport aux astrocytes ou neurones (Figure 1). Le ratio neurones/microglies est un

facteur important dans I'étude de la phagocytose des synapses, et obtenir un ratio optimal est
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complexe compte tenu des milieux de culture différents adaptés pour la croissance des
neurones ou des microglies (Morini et al., 2021). Cela peut expliquer la faible densité des
microglies observée dans le modéle in vitro présenté, adapté a la croissance et au maintien
des neurones, mais aussi la morphologie des microglies et leur état d’activation particulier
lorsgqu’elles sont en culture. Les résultats obtenus en supprimant ces cellules ou en bloquant
Clq, qui est produit par les microglies, restent cependant intéressants pour examiner le réle

de ces cellules dans la régulation des synapses in vitro.

La densité et la composition des matrices extracellulaires dans les tissus tridimensionnels
sont également nettement différentes de celles des neurones en culture et peuvent impacter
le phénotype des cellules (Hu et al., 2021). Les microglies sont trés ramifiées dans les modéles
in vivo et sont plus mobiles. Elles évoluent dans un environnement bien plus compact et dense,
et la composition en protéines d’adhésion module leurs interactions avec les astrocytes et les
synapses. Les capacités phagocytaires des microglies dépendent aussi de cet environnement
et la proximité entre les partenaires de la synapse quadri-partite modifie nettement leurs
interactions. Les microglies ont donc une morphologie différente dans un tissu physiologique
ou dans un modele de culture in vitro, dans lequel leur forme parfois amiboide peut d’ailleurs

rappeler I'état activé de ces cellules in vivo.

Si le blocage pharmacologigue du AzxR in vivo au cours de la période de synaptogenése
pourrait affecter le développement des microglies et I'activité des réseaux ainsi que la structure
des matrices extracellulaires, le traitement pharmacologique aigu ou sur quelques jours

n’aurait pas le méme effet dans la culture.

Dans ces travaux, nous n’'avons pas exploré le rble des astrocytes ou des AzaRs
astrocytaires dans la régulation des synapses glutamatergiques. |l nous semble pertinent
d’étudier cette hypothése dans la suite de ce projet, au vu de la densité et du rble de ces
cellules dans la physiologie de la synapse. Les astrocytes pourraient permettre de faire le lien
entre les processus dépendants des AzaRs et de I'adénosine, et ceux impliquant I'activité des

réseaux neuronaux hippocampique, via 'ATP et les récepteurs P2X7.
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CONCLUSION GENERALE

Pour conclure, nous avons observé une régulation de la stabilisation des synapses
glutamatergiqgues médiée par le AzaR neuronal au cours de la synaptogenése dans
I'hippocampe. Les voies canoniques activées par le A2aR ne seraient pas impliquées dans la
régulation. A I'échelle de la synapse, la stabilisation implique le remaniement postsynaptique
des récepteurs glutamatergiques et leurs protéines d’échafaudage, du cytosquelette d’actine,
des CAMs. Le AzR pourrait interagir avec plusieurs protéines qui modulent la plasticité des
synapses (Schéma 1). Nous avons vu que la stabilisation des synapses excitatrices par le
A2xR neuronal implique les cellules microgliales, qui médieraient des effets opposés sur les
synapses. Si 'hypothése d’une contribution du A2aR microglial & cette régulation dans des
conditions physiologiques reste a explorer, nous pensons que le A2aR neuronal initie la
communication avec les microglies via la libération d’'un facteur soluble ou par des interactions
protéiques au niveau de la synapse et/ou avec des protéines présentes sur les microglies. Les
protéines candidates pour médier l'interaction A2aR synaptique-microglies sont les protéines
du complément (C1q, C3, C5), les pentraxines neuronales, la phosphatidylsérine ou CD47
(Schéma 2). La modulation des A;aRs pourrait aussi directement impacter le phénotype
microglial, i.e. I'activation des microglies, leurs capacités de phagocytose, et de libération de
facteurs synaptotrophiques. Le A2aR neuronal pourrait agir comme un détecteur d’activité a la
synapse et participer a la stabilisation des synapses actives qui ne seront pas éliminées a
posteriori. La régulation observée est impliquée dans la mise en place des réseaux neuronaux
hippocampiques et pourrait modifier la balance excitation/inhibition en faveur d'une
hyperexcitabilité des réseaux, qui serait due a des dynamiques propres a la synapse
glutamatergique. En plus de ces spécificités, les effets observés dépendent de la région
étudiée dans I'hippocampe mais aussi du sexe des animaux. Les molécules a la synapse
interagiraient différemment en fonction des régions et de I'environnement homéostatique ou

allostatique du SNC, ce qui pourrait expliquer ces différences.
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Schéma 1 : Protéines impliquées dans la stabilisation des synapses glutamatergiques naissantes par
les A2aRs. Au niveau de la synapse glutamatergique active (gauche), du glutamate et de 'ATP sont
libérés. L’ATP est hydrolysé en adénosine et le A2aR neuronal périsynaptique détecte I'activité. Les
récepteurs Al et A2A régulent la neurotransmission glutamatergique. Les astrocytes libérent du
glypican4 qui favorise I'accumulation des AMPARSs contenant des sous-unités GIuAl a la synapse, et
leur diffusion latérale a la membrane est réduite. L’activation du A2aR peut induire la libération de BDNF
qui stabilise PSD-95, une protéine d’échafaudage qui ancre les récepteurs a la membrane et interagit
avec le cytosquelette d’actine qui peut consolider la synapse. Les CAMs (ici neurexine et neuroligine)
participent aussi a la stabilisation de la synapse. Au niveau de la synapse inactive (droite), la diffusion
de GluAl augmente. Les sous-unités NR2B des NMDARs peuvent participer a I'internalisation des
AMPARSs, dans la synapse déstabilisée.
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Schéma 2 : Possibles interactions entre les neurones et les microglies modulant la stabilité de la
synapse au cours du développement. L’activation des A2aR neuronaux pourrait modifier le phénotype
des microglies (activation, expression de TREM2) ce qui impacterait la densité et la plasticité des
synapses (A). Le A2aR microglial, méme si son expression est faible, pourrait directement déstabiliser
la synapse, a l'inverse du A2aR neuronal (B). Le A2aR neuronal pourrait interagir avec des protéines du
complément (C1g/C3/C5), des pentraxines neuronales (NP) ou la phosphatidylsérine (PS) pour exposer
des signaux « eat-me » et favoriser la déstabilisation puis I'élimination de la synapse (C). La microglie
reconnaitrait ces signaux via des récepteurs spécifiques (TREM2, CR3). Le A2AR neuronal pourrait
aussi stabiliser la synapse par son interaction avec CD47 qui protége les synapses de I'élimination par
sa liaison avec SIRPa sur la microglie. Dans le cas ou la synapse est stabilisée, la microglie peut libérer
des molécules pour maintenir I'activité synaptique (TNF-a, micro-vésicules).
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Ouverture

L’activité des réseaux est essentielle pour la signalisation neurone-microglie médiée par les
A2xRs, permettant de stabiliser ou déstabiliser les synapses excitatrices. Plusieurs études
montrent l'importance du sommeil dans les phénoménes de raffinement des circuits
neuronaux, au cours du développement mais aussi aprés des taches d’apprentissage

(Girardeau and Lopes-dos-Santos, 2021).

Au cours du développement, la phase REM (Rapid-eye movement) du sommeil correspond a
50% de la durée du sommeil, et coincide avec une période importante de synaptogénese
et d’élimination des synapses. Elle serait donc impliquée dans la régulation de la mise en
place des réseaux au cours du développement post-natal. Dans le cortex moteur et visuel au
cours du développement, pendant cette phase REM, de nouvelles épines formées peuvent
étre éliminées, et d’autres formées ce qui est caractéristique de la période développementale.
Ce contrble sélectif du nombre de synapses nouvellement formées, I'élimination ou le
renforcement de certaines synapses sont importants pour intégrer des informations saillantes
dans les réseaux neuronaux. L’élimination ou le renforcement des synapses sont dépendants
de lactivité, médiés par des courants calciques au sein des dendrites, provoqués par
I'activation des NMDARs (Li et al., 2017; Zhou et al., 2020). De plus, I'élimination des synapses
par les microglies est affectée en cas de déprivation de sommeil, ce qui montre que

I'interaction entre synapses et microglies se maintient toute la journée (Tuan and Lee, 2019).

L’expression de CX3CRL1 par les microglies change au cours des phases jour/nuit et régule
les réponses microgliales en fonction du rythme circadien. Par exemple, I'exposition a 'ATP,
qui augmente au cours du sommeil, induit une diminution de I'expression de CX3CR1. Les
microglies participeraient ainsi a la régulation du sommeil et de I'activité synaptique en fonction

des phases jour/nuit (Corsi et al., 2022).

La régulation de l'efficacité des synapses aurait lieu au cours de la journée, en parallele de
'augmentation des taux d’adénosine (Porkka-Heiskanen et al., 1997), et I'élimination des
synapses au cours du sommeil, aprés l'intégration des activités individuelles des synapses et

leurs interactions subséquentes avec les microglies.
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