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VUE GENERALE DU PARCOURS SCIENTIFIQUE

Au cours de ma thése et de mon stage post-doctoral, je me suis intéressée aux bases
cellulaires et moléculaires de la formation des microdomaines postsynaptiques de récepteurs
ionotropiques dans le systéme nerveux central. Mes modéles d’étude étaient la synapse
inhibitrice mixte glycine/GABA de la moelle épiniere et celle GABAergique de I'hippocampe.
Mon travail a révélé I'importance de facteurs pré- et postsynaptiques dans ce processus. En
utilisant des techniques d’imagerie et de culture cellulaire, jai montré au cours de ma these le
réle clef joué par I'afférence présynaptique et plus spécifiquement par I'activité synaptique dans
la formation des agrégats postsynaptiques de récepteurs inhibiteurs. Puis, en stage post-
doctoral, jai observé pour la premiére fois I'existence d'un complexe moléculaire
transmembranaire, le complexe composé de la dystrophine et des glycoprotéines associées,
aux synapses inhibitrices de I'hippocampe. Ce complexe est impliqué dans le maintien
postsynaptique et/ou la régulation de la fonction de certains récepteurs du GABA de type A
(RGABAA) a une sous-population de synapses GABAergiques plutét que dans la formation des
agrégats de récepteurs. J'ai ensuite montré que la géphyrine, protéine d’ancrage des
récepteurs inhibiteurs au cytosquelette sous-synaptique, était dispensable pour la formation et
le maintien de certains types de RGABAA.

A la suite de mon recrutement au CNRS en 2002, je me suis intéressée a la dynamique
membranaire en temps réel des récepteurs inhibiteurs. J'ai participé a l'optimisation de la
technique de suivi de particules uniques en utilisant les quantums dots comme sondes
fluorescentes. Cela m’a permis de caractériser les processus diffusifs des récepteurs de la
glycine (RGIly) et du RGABAA dans les neurones spinaux et hippocampiques en culture. Ces
travaux ont permis de généraliser aux récepteurs inhibiteurs I'importance du mécanisme de
« diffusion-capture » dans la formation des microdomaines postsynaptiques de récepteurs. Puis,
jai montré l'implication du cytosquelette et de l'activité excitatrice glutamatergique dans la
régulation rapide de la dynamique membranaire des récepteurs inhibiteurs, corélée a des
changements de I'agrégation postsynaptique des récepteurs. La régulation par l'activité de la
dynamique membranaire des récepteurs inhibiteurs difféere en fonction du type cellulaire (moelle
vs. hippocampe) et du récepteur concerné (RGly vs. RGABAA). Ces régulations avaient pour
conséquences fonctionnelles de réguler de maniére homéostatique la transmission

glycinergique dans la moelle épiniére et de faciliter la dépression a long terme des synapses
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GABAergiques de I'hippocampe. Ces données montraient également qu'une régulation de la

diffusion latérale des récepteurs est a I'origine de la plasticité synaptique.

Jai rejoint I'Institut du Fer a Moulin en novembre 2007 ou j’ai adressé la question des processus
dynamiques de la transmission GABAergique dans un contexte d’épilepsie. Je me suis
intéressée a la mutation ponctuelle K289M de la sous-unité y2 du RGABAA associée au
syndrome GEFS+ (Generalized Epilepsy with Febrile Seizures plus). Ce syndrome a
transmission autosomale dominante se caractérise par des crises fébriles chez I'enfant pouvant
conduire a des crises afébriles chez l'adulte. Cette mutation augmente la désactivation du
courant synaptique porté par le RGABAA. J'ai montré qu’une activité élevée des synapses
excitatrices lors d’une hyperthermie facilite 'échappement du RGABAA muté des synapses
inhibitrices, et par conséquent diminue le nombre de récepteurs postsynaptiques et I'efficacité
de la transmission synaptique inhibitrice. La localisation de la mutation K289M dans la boucle
extracellulaire entre les segments M2 et M3 de la sous-unité y2 du RGABAA suggérait qu’'un
changement de la conformation du récepteur influe sur sa dynamique membranaire et son
accumulation synaptique, en modifiant probablement son ancrage au cytosquelette. Jai
confirmé cette hypothése en utilisant des modulateurs allostériques du RGABAA. Ce travail a

révélé un mode d’action inattendu des benzodiazépines.

Ma récente activité de recherche porte sur le co-transporteur ionique neuronal K+/Cl- KCC2. Les
RGABAA étant perméables aux ions CI, 'lhoméostasie neuronale du CI" a un impact direct sur
I'efficacité et la polarité de la transmission GABAergique. Dans les neurones en développement,
une augmentation de lactivité de KCC2 conduit a une extrusion du CI qui hyperpolarise
progressivement le potentiel de réversion des courants médiés par le RGABAA (Egaga). Dans
les neurones matures, 'expression de KCC2 est rapidement et fortement diminuée dans des
conditions pathologiques telles que I'épilepsie. Nous avons détecté les agrégats de KCC2 a la
périphérie des synapses excitatrices et inhibitrices. Puis, nous avons démontré que I'agrégation
de KCC2 fait appel a un mécanisme de « diffusion-capture ». Nos résultats ont également
indiqué une relation privilégiée de KCC2 avec les synapses excitatrices formées sur les épines
dendritiques. KCC2 seait ancré au cytosquelette d’actine a la périphérie des synapses
excitatrices, via son domaine cytoplasmique carboxy-terminal, en interagissant avec la protéine
4.1N. Une activité élevée des synapses glutamatergiques diminuait rapidement le confinement,
lagrégation et l'activité de KCC2. Ainsi, une hyperactivité des synapses glutamatergiques
affaiblit la signalisation GABAergique en diminuant la « diffusion-capture » de KCC2 et celle du
RGABAA (voir ci-dessus).
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Le confinement et l'agrégation de KCC2 dans les épines dendritiques prés des synapses
excitatrices suggére une interaction avec la signalisation glutamatergique. Nous avons examiné
limpact fonctionnel d’'une suppression chronique de KCC2 dans les neurons d’hippocampes.
Nos résultats ont révélé que KCC2, probablement au travers d’interactions avec le cytosquelette
d’actine, contribue au confinement du récepteur AMPA (RAMPA) dans les épines dendritiques
et par la-méme influence l'efficacité des synapses excitatrices glutamatergiques. Nos résultats
prédisent également que la suppression de KCC2 dans les neurones matures agit de maniére

homéostatique pour simultanément réduire I'efficacité de I'excitation et de I'inhibition synaptique.
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1. Formation et stabilisation des différentiations postsynaptiques inhibitrices

1.1. Introduction

La plupart des récepteurs aux neurotransmetteurs sont concentrés dans la membrane
postsynaptique en face du site de libération du neurotransmetteur. La premiére observation
d’'une telle localisation a concerné le récepteur de la glycine dans la moelle épiniére [1]. Les
récepteurs sont stabilisés dans la membrane postsynaptique grace a des interactions avec des
partenaires qui les relient au cytosquelette sous-membranaire. L’efficacité de la transmission
synaptique repose sur le nombre de récepteurs présents dans la membrane postsynaptique. Il
est donc crucial d’élucider les mécanismes de formation et de maintien des différentiations

synaptiques.

Lors de mon fravail de thése, jai abordé la question des mécanismes impliqués dans
I'établissement et le maintien de la complémentarité entre les les éléments pré- et post-
synaptiques. Mon modéle d’étude était la synapse inhibitrice de la moelle épiniére. L’inhibition
dans la moelle épiniére dépend essentiellement de l'activité de deux récepteurs canaux, le
récepteur de la glycine (RGly) et le récepteur de I'acide y aminobutyrique de type A (RGABAA).
Le RGly est un pentameére avec une stoechiométrie 3a:23 ou 2a:38 en fonction des publications
[2,3]. Les RGIly aff sont concentrés en face des terminaisons présynaptiques glycinergiques de
la moelle [1]. Les RGABAA sont également des pentameéres avec une stcechiométrie 2o:23:17.
Dans la moelle épiniére, les sous-unités 2/3 et y2 sont exprimées en combinaison avec les
sous-unités al, a2, a3 ou oS [4]. Certains neurones expriment deux sous-unités o (ol et aS ou
a2 et a5). Les sous-unités P2/3 et y2 sont présentes dans les régions présynaptiques,
postsynaptiques et extrasynaptiques. Les agrégats des sous-unités al et 3 sont restreints aux

synapses [5,6].

Le GABA et la glycine sont co-localisés dans de nombreuses terminaisons présynaptiques ou ils
sont chargés au sein des mémes vésicules synaptiques par un transporteur unigue nomme
VIAAT (Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter) ou VGAT (Vesicular GABA Transporter)
[7,8]. La co-libération de la glycine et du GABA a été démontrée aux synapses inhibitrices
formées entre les interneurones et les motoneurones de la moelle épiniére [9]. Dans ce cas, le
RGly et le RGABAA colocalisent aux synapses inhibitrices [5,6,10,11,12]. J'ai estimé a ~70% la

proportion d’agrégats de RGly synaptiques (sous-unités a/f) co-localisés avec les agrégats de
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RGABAA (sous-unités B3 et y2) dans les neurones de moelle épiniére en culture [12,13],

indiquant qu’en effet dans ce systéme la plupart des synapses sont mixtes glycine-GABA.

La géphyrine est la principale protéine de I'échafaudage synaptique inhibiteur aux synapses
glycinergiques et GABAergiques. Elle interagit directement avec la sous-unité § du RGly [14] et
avec les sous-unités al, a2 et a3 du RGABAA [15,16,17,18]. Elle est requise pour former les
agrégats postsynaptiques de RGly [19,20,21] et de certains RGABAA composés des sous-
unités y2, a2 et a3 [21,22,23,24,25,26]. La géphyrine relie les récepteurs inhibiteurs au
cytosquelette sous-membranaire en liant les microtubules [27] et plusieurs régulateurs de la
dynamique des filaments d’actine tels que la profiline | et Il [28] et certains membres de la
famille Mena/VASP (Mammalian enabled/Vasodilator-stimulated phosphoprotein) [29].
L’'oligomérisation de la géphyrine conduit a la formation d’'un réseau hexagonal bidimensionnel

qui serait a la base de 'organisation des domaines postsynaptiques inhibiteurs (figure 1).
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Figure 1. La synapse inhibitrice. Les RGly (non montré sur ce schéma) et les RGABAA sont stabilisés
dans la membrane postsynaptique en interagissant avec la géphyrine sous-membranaire. La géphyrine
interagit directement avec les microtubules et indirectement avec le cytosquelette d’actine par
l'intermédiaire de la profiline | et lla et Mena/VASP. La neuroligine établit un lien trans-synaptique en
interagissant avec la f-neurexine présynaptique. La NLG2 serait spécifique des synapses GABAergiques
tandis que la NLG3 ou 4 serait impliguée aux synapses glycinergiques. La collybistine est associée a la
membrane et interagit directement avec la géphyrine, la NLG2 et le RGABAA (sous-unité «2). Il n’y a pas
un mais probablement plusieurs mécanismes moléculaires d’ancrage postsynaptique des différents sous-
types de RGABAAs qui feraient appel soit au complexe NLG2/collybistine/géphyrine, soit au complexe
RGABAA/collybistine/géphyrine ou encore au complexe NLG2/DGC. L’agrégation du RGly est
indépendante de la collybistine et requiert la NLG3 ou 4, et la géphyrine. D’aprés [30].

1.2. Réle de I’afférence présynaptique
En analysant le décours temporel de la mise en place des différents constituants synaptiques

dans les cultures de neurones spinaux qui différentient des synapses inhibitrices mixtes
glycine/GABA, jai observé que 'accumulation postsynaptique de la géphyrine précédait celle de

VIAAT dans les boutons synaptigues, qui elle-méme devancait celle du RGly et du RGABAA

dans la membrane postsynaptique. La formation des agrégats de RGly était contemporaine de

I'établissement des synapses inhibitrices alors que celle de la géphyrine la devancait. Puis, j'ai
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étudié l'influence du phénotype sécrétoire des terminaisons présynaptiques dans I'accumulation
postsynaptique de la géphyrine, du RGly (sous-unités o/p) et du RGABAA (sous-unités (32/3) sur
des motoneurones spinaux purifiés en les cultivant en absence ou en présence dune
innervation GABAergique ou mixte glycine-GABA. Les innervations inhibitrices étaient apportées
respectivement par des neurones des ganglions rachidiens ou des interneurones spinaux. J'ai

observé que la distribution postsynaptigue des agrégats de RGly et de RGABAA requiert la

présence des afférences correspondantes. En revanche, 'accumulation postsynaptique de la

géphyrine était indépendante de la nature du neurotransmetteur contenu dans ['élément

présynaptique (i.e. Acétylcholine, glycine et/ou GABA). Nos résultats suggéraient que des

mécanismes distincts controlent I'accumulation postsynaptique de la géphyrine et des

récepteurs inhibiteurs. Un réle de l'adhésion cellulaire dans la formation des agrégats de

géphyrine était proposé a partir des observations que i) 'agrégation de la géphyrine devancait la
différentiation de contacts synaptiques fonctionnels, ii) lI'accumulation synaptique de la
géphyrine était indépendante de la nature du neurotransmetteur contenu dans I'élément
présynaptique, et iii) 'observation d’'une accumulation de la géphyrine aux sites de contacts
avec le support de culture [31]. En revanche, le fait que i) l'agrégation du RGly était
contemporraine de la différentiation des synapses inhibitrices, et ii) que l'accumulation
synaptique des récepteurs inhibiteurs dépendait de la nature du neurotransmetteur contenu

dans I'élément présynaptique pointait vers une influence de la neurotransmission dans la

formation et/ou la stabilisation des agrégats postsynaptigues des récepteurs inhibiteurs. Ces

travaux ont donné lieu & 2 publications, dont 1 dans dans Journal of Neuroscience en 1999 [32]

et 1 autre dans European Journal of Neuroscience en 2000 [13].

1.3. R6le de I’activité neuronale

Je me suis alors intéressée aux mécanismes pouvant rendre compte de l'accumulation
postsynaptique des récepteurs inhibiteurs et de la géphyrine. J'ai d’abord testé le réle de
I'activation des récepteurs dans leur stabilisation postsynaptique et dans celle de la géphyrine.
Jai effectué des expériences de blocage chronique de l'activité du RGly en exposant des
cultures de neurones spinaux a un antagoniste sélectif du RGly, la strychnine. A la suite d’'un
traitement a la strychnine, le RGly n’était plus détecté sous forme d’agrégats a la membrane
plasmique et était localisé dans des vésicules intracellulaires dans le corps cellulaire des
neurones spinaux. La méme observation était faite la méme année par J. Kirsh et H. Betz [33].

Nous avons alors proposé que lactivation du RGly le stabilise dans la membrane
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postsynaptique. Le blocage chronique par la tétrodotoxine (TTX) de la transmission synaptique

dépendante du potentiel d’action n’altérait pas la distribution subcellulaire du RGly. Ces données

suggéraient que la libération vésiculaire spontanée de glycine suffit a activer le RGly et a le

stabiliser dans la membrane postsynaptique. En revanche, la distribution subcellulaire de la

géphyrine n’était pas modifiée par ces traitements. En absence de RGly, la géphyrine restait

colocalisée au niveau postsynaptique avec le RGABAA (sous-unités (2/3). Ces données

suggéraient que la transmission synaptique glycinergique régule I'accumulation postsynaptique

du RGly. Une autre explication a la redistribution du RGIly a la suite d’'une exposition a la
strychnine serait que la liaison de I'antagoniste induit un changement conformationnel du RGly
qui le déstabiliserait de la membrane plasmique et le conduirait & son internalisation. Ce travail a

été publié dans Journal of Cellular Science en 1998 [34].

1.4. Réle de I’agrine et du complexe constitué de la dystrophine et des

glycoprotéines associées

A la fin de ma thése, j'ai exploré un des mécanismes moléculaires pouvant rendre compte de la
différentiation des synapses inhibitrices. Au moment ou jentreprenais cette recherche, les
données de la littérature suggéraient un réle de l'agrine dans la formation des synapses
centrales. Ceci était basé sur les travaux effectués a la jonction neuro-musculaire qui montraient
que l'agrine, libérée par le neurone, est requise pour former des agrégats de récepteur de
I'Acétylcholine (RAch) dans le muscle en face des terminaisons nerveuses (références dans

[35]). Au cours de ma thése, j'ai montré que I'agrine est ciblée dans les boutons synaptiques des

neurones des cornes dorsales de la moelle épiniére déplétés en motoneurones et qu’elle est

apposée aux agrégats de géphyrine._Ce travail a été publié dans Journal of Cellular Science en
1996 [36].

Au cours de mon stage postdoctoral, j'ai étudié I'implication des partenaires de I'agrine dans la
différentiation des synapses inhibitrices de I'hippocampe. Dans le cerveau, les RGABAA les plus
abondants sont composés des sous-unités al, 2 et y2 (références dans [37]). Les sous-unités
al, a2, a3, f2/3 et y2 du RGABAA sont enrichies aux synapses tandis que les sous-unités
o4, a5, a6 et & sont principalement détectées dans la membrane extrasynaptique. Je me suis
intéressée au complexe composé de la dystrophine et des glycoprotéines associées (DGC)
dans la formation et le maintien des agrégats de RGABAA. Le DGC est un complexe

multimoléculaire qui relie la matrice extracellulaire au cytosquelette [38,39]. Il est nécessaire
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pour stabiliser les agrégats postsynaptiques de RAChs et pour la maturation morphologique de
la jonction neuromusculaire (références dans [40]). Le DGC est constitué d’une sous-unité
extracellulaire et d’'une sous-unité transmembranaire, les o et B dystroglycans qui lient, au
niveau intracellulaire l'utrophine et la dystrophine, une protéine du cytosquelette de la famille
des a-actinines/B3-spectrines. Le DGC est relié a la matrice extrcellulaire via I'agrine, la laminine
et le perlecan et a I'élément présynaptique par sa liaison avec la neurexine transmembranaire.
Des patients souffrant de dystrophies musculaires de type Duchenne ou Becker montrent des
signes d’altération cognitive et des défauts d’apprentissage suggérant une fonction du complexe
DGC dans le SNC [41].

J'ai montré que le complexe DGC est sélectivement associé a un sous-type de synapses
inhibitrices GABAergiques et est exclu des synapses excitatrices glutamatergiques. Ceci
correspondait a la premiere démonstration de I'existence d’'un complexe transmembranaire aux
synapses inhibitrices. Les dystroglycans forment des agrégats aux synapses inhibitrices aprés
'accumulation des vésicules synaptiques, de I'enzyme de synthése du GABA (la GAD) et des
RGABAA. En utilisant une approche d’invalidation génique, jai montré que la géphyrine,
lagrine, et la dystrophine n’étaient pas requises pour agréger les dystroglycans. Les
dystroglycans n’étaient pas non plus nécessaires pour I'agrégation synaptique de la GAD, de la

géphyrine et du RGABAA. Nous avions alors conclu que le DGC n'est pas essentiel a la

synaptogénése GABAergique et fonctionne plus probablement pour stabiliser ou moduler

l'activité de certaines synapses inhibitrices. Ce travail a été publié dans Journal of Neuroscience
en 2002 [42].

1.5. Réle de la géphyrine

J’ai analysé les effets d’'une perte de la géphyrine sur I'agrégation postsynaptique du RGABAA
(sous-unités al, a2 et y2) et son impact fonctionnel sur la transmission GABAergique dans des
neurones d’hippocampe cultivés a partir des souris déficientes pour la géphyrine. Au moment ou
jentreprenais cette étude, il avait été montré que la suppression de I'expression de la géphyrine,
par une approche utilisant des oligonucléotides anti-sens ou aprés invalidation génique, induisait
une perte quasi-totale des agrégats de RGABAA contenant les sous-unités a2 et y2 [22,23].
Ceci suggérait que la géphyrine est indispensable a la formation des agrégats postsynaptiques
de RGABAA. A la différence de ce que I'on pouvait prédire des données de la littérature, jai
montré une diminution faible (de 23%) de I'amplitude des courants miniatures postsynaptiques
inhibiteurs (MIPSCs) portés par le RGABAA sans changement de la fréquence de ces
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événements synaptiques inhibiteurs dans les neurones d’hippocampe déficients pour le géne de
la géphyrine. Ceci s’accompagnait d’'une perte partielle (40%) de I'agrégation postsynaptique
des sous-unités o2 et y2 du RGABAA. L’agrégation synaptique de la sous-unité al du RGABAA
n’était en rien altérée en absence de la géphyrine. Ceci nous a permis de conclure que la

géphyrine est partiellement requise pour I'accumulation postsynaptigue de certains types de

RGABAAs alors qu’elle est dispensable pour d’autres sous-types de récepteurs et plus

particulierement ceux contenant la sous-unité ol.

J'ai également montré que l'agrégation artificielle des RGABAA dans la membrane
extrasynaptique, par un complexe anticorps primaire/anticorps secondaire, provoquait la
redistribution de la géphyrine des synapses vers la région extrasynaptique qui colonisait
progressivement les agrégats artificiels de RGABAA extrasynaptiques. Ces résultats montraient

gue le RGABAA est capable de recruter localement la géphyrine. Ainsi, le RGABAA et la
géphyrine sont interdépendants pour leur agrégation.

J'ai également fait la premiére démonstration d’'une agrégation du RGly a certaines synapses

inhibitrices de I'hippocampe. A la différence du RGABAA, la géphyrine était indispensable a

'agrégation postsynaptique du RGly.

Le fait que seuls quelques sous-types de RGly (constitués des sous-unités al, a2 ou a3 et B)
sont possibles appelle a un mécanisme d’agrégation des RGly aux synapses glycinergiques, qui
ferait intervenir la géphyrine. En revanche, I'existence de multiples isotypes de RGABAA (au
moins une douzaine), qui différent dans leur composition en sous-unités et dans leur localisation
cellulaire (e.g. soma vs dendrite) et subcellulaire (synaptique vs extrasynaptique), sous-tend des
mécanismes moléculaires hétérogénes de ciblage et d’agrégation des RGABAA aux synapses

GABAergiques. L'’ensemble de ce travail est apparu dans Journal of Neuroscience en 2004 [21].

1.6. Connaissances actuelles

Depuis ces travaux, des études ont révélées la contribution majeure d’'un complexe moléculaire
trans-synaptique constitué des molécules d’adhésion trans-membranaires, les neuroligines
(NLG) postsynaptiques et les B-neurexines présynaptiques dans l'alignement des éléments pré-
et post- synaptiques et dans la différentiation morphologique et fonctionnelle des synapses
inhibitrices (références dans [43]) (figure 1). Les mécanismes moléculaires impliqués dans la

différentiation des synapses glycinergiques et des différents sous-types de synapes
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GABAergiques sont encore mal compris. Il a été proposé que la NLG3 ou la NLG4 soient
préférentiellement impliquées dans la formation des synapses glycinergiques alors que la NLG2
participerait plus spécifiquement a la synaptogénése GABAergique [44,45]. La NLG2 interagit
avec la géphyrine et la protéine neuronale collybistine, un membre de la famille des GEFs
(Guanine nucleotide Exchange Factors) qui active les RhoGTPases de type Cdc42 [46,47].
L’activation de la collybistine par la NLG2 faciliterait la translocation de la géphyrine a la
membrane plasmique [46]. Le RGABAA constitué spécifiguement de la sous-unité o2 serait
capable de se substituer a la NLG2 pour activer la fonction d’agrégation de la collybistine [16].
Cependant, le complexe NLG2/collybistine/géphyrine n’est pas impliqué dans I'agrégation
postsynaptique de tous les sous-types de RGABAA. En effet, la collybistine est nécessaire,
partiellement requise ou dispensable aux synapses GABAergiques formées respectivement, sur
les cellules de la région CA1 de I'hippocampe, les cellules de Purkinje du cervelet ou les
interneurones a parvalbumine de la région CA1 de I'hippocampe [48,49]. De plus, la collybistine
n'est pas requise pour former les agrégats de géphyrine et de RGly aux synapses
glycinergiques de la moelle épiniére et du tronc cérébral [48]. Cela signifie donc que soit une ou
d’autres GEFs compensent I'absence de la collybistine soit la collybistine ne contribue pas a
l'agrégation de la géphyrine a certaines synapses inhibitrices. Le complexe DGC en
interagissant d’'une part avec la neurexine et d’autre part avec la NLG2 via la protéine S-SCAM
(synaptic scaffolding molecule) [50] stabiliserait certaines différentiations postsynaptiques
inhibitrices en absence de la géphyrine [51]. L’activité synaptique participerait a la
synaptogénése inhibitrice en régulant la formation et le maintien du complexe neurexine-

neuroligine aux synapses en développement ou aux synapses déja formées [52,53].
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2. Dynamique membranaire des récepteurs inhibiteurs

Les molécules qui constituent la synapse sont en perpétuels mouvements [54]. Je me suis
intéressée au role de la diffusion latérale des récepteurs dans leur accumulation aux synapses
dans un contexte physiologique et pathologique. J'ai également abordé les mécanismes
moléculaires impliqgués dans la régulation rapide de la dynamique et de la densité des
récepteurs synaptiques au cours des phénomeénes de plasticité synaptique.

2.1. Trafic intracellulaire et membranaire des récepteurs

Le traffic cellulaire des récepteurs impliqgue le mouvement des récepteurs de leur site de
synthese intracellulaire a la membrane plasmique, vers les synapses puis vers les sites de
recyclage puis de dégradation (figure 2). Les récepteurs sont insérés dans la membrane
plasmique par exocytose et internalisés par endocytose chlatrine-dépendante. Des travaux
utilisant des récepteurs étiquetés avec des sites clivables (thrombine) ou avec la pHluorine (une
GFP qui fluoresce uniquement a pH neutre c'est-a-dire quand la protéine est tournée vers la
face extracellulaire de la membrane) ont montré que les récepteurs néosynthétisés (e.g.
RAMPA, RGly et RGABAA) sont insérés dans la membrane extrasynaptique [55,56,57]. Les
récepteurs extrasynaptiques ont d’abord été détectés en électrophysiologie [58]. Puis le
développement de la freeze-fracture en microscopie électronique a permis de visualiser et de
quantifier I'abondance des récepteurs extrasynaptique et synaptique (e.g. RAMPA
extrasynaptique, 19 + 2 /um? synaptique, 910 + 36 /um” dans les cellules de Purkinje du
cervelet) [59]. La densité en récepteurs synaptique est de 10 a 50 fois supérieure (en fonction
du type de récepteur concerné) a celle des récepteurs extrasynaptiques. Malgré cette différence
de densité et parce que la membrane extrasynaptique occupe 98% de la surface totale de la
membrane [60], les récepteurs extrasynaptiques constituent le réservoir principal en récepteurs

membranaires.

Les ARNm de certaines sous-unités de récepteurs et la machinerie de synthése protéique ont
été localisés a proximité des synapses [56,61,62]. Néanmoins, l'insertion directe des récepteurs
dans la différentiation postsynaptique n’a jamais été observée et est peu probable car elle
nécessiterait une réorganisation structurale de la densité postsynaptique. Les récepteurs
synthétisés sous les synapses sont donc insérés dans la membrane péri-synaptique et/ou

extrasynaptique. Apres insertion dans la membrane extrasynaptique ou périsynaptique, les
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récepteurs rejoignent les synapses par diffusion latérale pour étre capturés par I'échafaudage
sous-membranaire. Puis, les récepteurs sont internalisés pour étre soit recyclés vers la
membrane plasmique soit dirigés vers les lysosomes pour étre dégradés [63]. L’internalisation
n’a jamais lieu au sein de la densité postsynaptique mais plutét en périphérie ou a distance de la
densité postsynaptique [64,65,66]. Les récepteurs sortent donc de la densité postsynaptique par

diffusion latérale avant d’étre internalisés.
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Figure 2. Trafic intracellulaire et membranaire des récepteurs. Les récepteurs néosynthétisés sont
insérés dans la membrane extrasynaptique et/ou péri-synaptique. Puis, les récepteurs pénetrent la
différentiation postsynaptique par diffusion latérale ou ils sont capturés et stabilisés par I'échafaudage
moléculaire sous-synaptique. Les interactions avec I'échafaudage sous-synaptique sont transitoires. Les
récepteurs synaptiques sont alors libres de s'échapper de la synapse par diffusion latérale pour étre
ensuite internalisés, recyclés vers la membrane plasmique ou dégradés dans les lysosomes.

2.2. Méthodes d’étude de la dynamique membranaire des récepteurs

IL y a deux méthodes pour estimer la diffusion des protéines transmembranaires. La premiéere
est basée sur une mesure d’ensemble (électrophysiolgie, FCS et FRAP) et la seconde sur une
mesure individuelle (SPT, photothermie, sptPALM, uPAINT).

2.2.1. Mesures d’ensemble

Les récepteurs peuvent étre identifiés a la surface du neurone par des méthodes d’étiquetage
électrophysiologique. Dans ce cas, une sous-population de récepteurs de surface est

localement et irréversiblement bloquée par un antagoniste (e.g. MK801 pour les récepteurs
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NMDA et sodium (2-sulfonatoethyl) methanethiosulfonate (MTSES) pour le RGABAA portant
une mutation V257C sur sa sous-unité al [58,67]). La diffusion des récepteurs est alors estimée

par la récupération fonctionnelle au cours du temps.

Le FRAP ou fluorescence recovery after photobleaching est basé sur des techniques de
marquage fluorescent couplées a de la microscopie sur cellule vivante. Les molécules d’intérét
sont identifiées avec un fluorophore couplé a un ligand ou a un anticorps spécifique, ou fusionné
génétiquement a la protéine d’intérét. Une excitation lumineuse intense avec un laser permet de
photoblanchir les fluorophores sur une petite région de la cellule et le retour de fluorescence est
déterminé au cours du temps. Le retour de fluorescence dépend de la diffusion de la protéine
fluorescente a partir de la zone entourant la région photoblanchie. Le retour de fluorescence
donne une estimation moyenne de la mobilité d’'un ensemble de protéines. La proportion de
retour de fluorescence donne accés a la population de molécules mobiles vs stables mais ne
donne pas acceés a la diversité des comportements individuels [68]. Néanmoins, cette technique
a permis la premiére démonstration en 1976 de I'existence d’'une population mobile et immobile
de récepteurs membranaires Ceci a été obtenue en suivant le retour de fluorescence des
récepteurs nicotiniques de I’ACh (RAch) a la surface des fibres musculaires [69]. Puis, Young et

Poo ont proposé ~10 ans plus tard le modeéle de « diffusion capture » dans lequel les récepteurs

sont piégés au niveau des contacts synaptiques [70].

Le FCS ou fluorescence correlation spectroscopy analyse des fluctuations de la concentration
de particules fluorescentes (molécules) en solution. Plus la molécule diffuse vite plus son temps
de résidence dans le volume excité est faible. Cette technique utilise des fluorophores
organiques et la résolution temporelle est limitée par la photodestruction du fluorochrome. Tout

comme le FRAP, le FCS donne accés a des mesures d’ensemble.

2.2.2. Mesures individuelles

Le SPT ou single particle tracking est basé sur des techniques de marquage fluorescent
couplées a de la microscopie sur cellule vivante. Cette technique permet I'enregistrement en
temps réel des mouvements de molécules individuelles ou d’'un petit nombre de molécules.
Dans cette approche, une sonde submicrométrique fluorescente (bille de latex couplée a des
fluorochromes organiques, un fluorochrome organique comme une cyanine, un quantum dot) est
attachée a un domaine extracellulaire de la protéine d’intérét par I'intermédiaire d’'un ligand

spécifique (figure 3A). Le ligand peut étre un anticorps dirigé contre un épitope de la protéine
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d’'intérét endogéne (e.g. RGly, [12,71] ; RGABAA, [12,72]) ou contre une étiquette ajoutée
genetiquement a la protéine d'intérét (e.g. myc, [73,74]; GFP, [75]). D’autres ligands sont
également utilisés tels que la biotine, la bungarotoxine, le tris-NTA (Tris-Nitrilotriacetic Acid) ou
le TMR (Tetramethylrhodamine). Dans ce cas, le ligand reconnait respectivement les étiquettes
AP (acceptor peptide de 15 acides aminés, site de reconnaissance de la biotine ligase), BBS
(bungarotoxin binding site de 13 acides aminés, site de liaison de la bungarotoxine), des
histidines ou des cystéines [76,77,78,79,80,81].

La photothermie fait appel a la détection photothermique de particules d’or de petites tailles (1-5
nm) qui peuvent étre utilisées pendant des temps trés longs (20 minutes) [82]. Cette méthode
nécessite néanmoins une instrumentation beaucoup plus complexe que limagerie a

fluorescence classique.

La méthode du sptPALM ou single particle tracking photoactivated localization microscopy est
basée sur la détection de molécules photoactivables comme la PA-GFP ou EosFP fusionnées a
des protéines d’intérét (références dans [83]). La méthode d’uPAINT utilise un marquage
stochastique en continu d’'une protéine d’intérét endogéne reconnue par un ligand couplé a un
fluorochrome [84]. Le sptPALM et uPAINT permettent d’obtenir un grand nombre de trajectoires
(50/um?) avec une précision nanométrique, ce qui permet de cartographier la dynamique d’une
protéine dans la membrane. L’inconvénient de ces méthodes est néanmoins que les trajectoires
sont de courtes durées (3s) et ne permettent donc pas d’accéder a certains parametres de

diffusion comme le temps de résidence d’'un récepteur dans une synapse.

2.2.3. Parameétres de diffusion quantifiés par I'approche du suivi de particules

individuelles

Les trajectoires sont reconstruites a partir des enregistrements en temps réel en utilisant des
programmes d’analyse d’'image écrits sous MatLab [85]. Sur chaque image du film, le centre de
gravité du marqueur fluorescent (cyanine, GFP ou QD) est déterminé en ajustant la PSF (Point
Spread Function) & un modéle gaussien (figure 3A). Les trajectoires synaptiques sont séparées
des extrasynaptiques apreés superposition des trajectoires avec les marqueurs synaptiques
(figure 3B). Les synapses sont identifiées avec des marqueurs présynaptiques (e.g. FM-4-64,
mitotracker, Rhodamine 1-2-3) ou postsynaptiques (GFP ou DsRed géphyrine, PSD-95, Homer-
1c).
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La diffusion des molécules transmembranaires est gouvernée par la diffusion Brownienne. Les
forces de viscosité dominent le mouvement. Dans ce cas, la masse et l'inertie de la molécule
peuvent étre négligées. On peut alors prédire la probabilité d’'une molécule membranaire de se
trouver & une position donnée et & un moment donné. Le mouvement des molécules
membranaires se conforme alors a la loi spatiale et temporelle de Fick. Au cours du temps,
chaque molécule individuelle aura tendance a se déplacer de plus en plus loin de son point de
départ. Ceci s’exprime par le déplacement quadratigue moyen (MSD) (figure 3C). La MSD est

calculée selon I'équation suivante :

MSD(d) =~ 3" (. = X)7 + (Y0 — )" )

i=1

Dans cette équation, xi et yi sont les coordonnées d’un objet sur I'image i, N le nombre total
d’'images qui composent la trajectoire, dt est le temps d’acquisition de chaque image et ndt est
l'intervalle de temps sur lequel le déplacement est calculé [86]. Pour une diffusion Brownienne
simple et bidimensionnelle, la MSD est proportionnelle au temps. Si la relation tend vers un
plateau, la diffusion est confinée et la taille du domaine de confinement est L. Plus la valeur de L
est petite, plus la molécule est confinée. Si la MSD en fonction du temps augmente plus

rapidement que dans une diffusion simple, alors la diffusion est dirigée [86].

La taille du domaine de confinement est estimée d’aprés I'équation suivante :
2
MSD(ndt) = L?(l— exp(— %antjj + 4Drecndt

Dans cette équation, L? est la surface dans laquelle la diffusion est confinée et Dnac est le
coefficient de diffusion calculé sur une longue durée [87]. La taille du domaine de confinement
est définie comme le cété d’'un carré dans lequel la diffusion est confinée [87]. Pour les détails,
voir [74]. La pente de la MSD permet de calculer le coefficient de diffusion D (bonne
approximation a partir des 4 premiers points de la courbe) [74]. Le temps de résidence
synaptique est défini comme la durée de détection d’'une molécule aux synapses pendant un

enregistrement divisé par le nombre de sorties [71,74] (figure 3D).
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Figure 3. Etude de la diffusion latérale des protéines membranaires en SPT. A, En haut, la protéine
d’intérét est reconnue grace a un complexe moléculaire constitué d’'un anticorps primaire, un anticorps
secondaire (fragment Fab) biotinylé liant avec une forte affinité une streptavidine couplée a une sonde
fluorescente. En bas, exemples de complexes ligand-sonde pour le SPT avec de gauche a droite, le
complexe anticorps-bille de latex, le complexe anticorps-fluorochrome organique (tel que la cyanine,
bungarotoxine-cyanine, protéine fluorescente GFP), le complexe anticorps-QD et le complexe anticorps-
particule d’or. Au milieu, Le signal de chaque molécule unique (PSF) est ajusté & une courbe gaussienne.
L’excellent rapport signal sur bruit du QD permet de déterminer la localisation d’une molécule avec une
précision de 10 nm. A droite, exemple de trajectoire reconnectée de RGABAA suivi avec un complexe
anticorps-QD. Le récepteur explore une surface plus restreinte de la membrane synaptique (trajectoire
verte) que de la membrane extrasynaptique (trajectoire bleue). B, Chaque trajectoire reconnectée est
superposée a un marqueur synaptique afin de séparer les parties synaptiques (rouge) et extrasynaptiques
(noir) de la trajectoire. C, Le déplacement quadratique moyen (MSD) en fonction du temps est calculé
pour les parties synaptiques (rouge) et extrasynaptiques (noire) de chaque trajectoire. La relation est
linéaire (noir) pour un QD extrasynaptique caractérisé par un mouvement Brownien ou atteint un plateau
pour un QD confiné dans une synapse (rouge). D, Coefficient de diffusion instantané au cours du temps
pour un QD qui diffuse dans la membrane synaptique (rouge) et extrasynaptique (noir). Dans cet
exemple, le QD entre et sort de la synapse pendant I'enregistrement. Le temps passé a la synapse
correspond au temps de résidence d’'un QD a une synapse. D’apreés [88].
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2.3. Utilisation des quantums dots pour le suivi de récepteurs individuels

L’étude de la mobilité des récepteurs uniques a longtemps été limitée par le manque de traceurs
appropriés. Les premieres études en SPT ont été effectuées avec des billes recouvertes
d’anticorps dont la taille (500 nm) interdisait I'accés a la fente synaptique (~30 nm). Ces études

ont montré que les récepteurs alternent entre des périodes de diffusion libre et des périodes de

confinement [73,89]. Puis, des fluorophores organiques, de taille plus petite (5 nm) ont été
utilisés mais leur leur photo-destruction rapide (~5 s) limitait leur utilisation pour le SPT. Afin
d’optimiser cette approche, jai développé I'utilisation des Quantums Dots (QDs) pour le suivi
des RGly individuels en SPT (collaboration avec Maxime Dahan, Laboratoire Kastler-Bossel
CNRS-ENS UMR 8552). Nous avons utilisé les QDs commerciaux. Ce sont des cristaux semi-
conducteurs constitués d’'un cceur de CdSe, recouvert d’'une enveloppe de ZnS qui augmente
les propriétés optiqgues du QD. Les QDs sont « passivés » par des polyméres d’acide
polyacrilique qui le rendent hydrophile, assurent la spécificité du marquage et évitent leur auto-
agrégation qui dégrade le rendement quantique. Enfin, ils sont fonctionnalisés par conjugaison a
des biomolécules (e.g. 4-10 streptavidine ou fragments Fab, protéine A, biotine, etc). Apres
« passivation » et « fonctionnalisation », les QDs atteignent une taille de 15-25 nm. Grace a leur
brillance et leur exceptionnelle photostabilité, ces cristaux semi-conducteurs permettent de
suivre en épifluorescence standard les molécules uniques pendant des temps longs (heure).

Dans un premier temps, j'ai utilisé les QDs comme sonde pour le SPT afin d’étudier la diffusion
latérale du RGly dans les neurones spinaux en culture. Cela m’a permis d’observer i) des
récepteurs diffuser librement et rapidement dans la membrane extrasynaptique alors qu'ils
étaient ralentis et confinés aux synapses, ii) des récepteurs entrer et sortir des synapses, iii) des
récepteurs détectés a une méme synapse pendant des temps trés longs (i.e. toute la durée de
I'enregistrement, 30 min dans nos conditions expérimentales), et iiii) des récepteurs échanger

de synapses._L’ensemble de ces résultats a permis la premiére observation de la diffusion des

récepteurs au sein des synapses et a permis d’établir de maniére non équivoque I'importance

du mécanisme de « diffusion-capture » dans la formation des microdomaines postsynaptiques

de récepteurs.

J'ai ensuite étudié la mobilité du RGABAA aux synapses mixtes des neurones spinaux en
culture. Cela m’a permis de caractériser pour la premiére fois les propriétés diffusives du

RGABAA en SPT et ainsi de montrer que la_« diffusion-capture » est un mécanisme général

impliqué dans I'accumulation postsynaptique des récepteurs inhibiteurs. J'ai également observé
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gue les propriétés diffusives du RGIly et du RGABAA sont similaires dans les régions

extrasynaptiques mais que le RGly est plus confiné que le RGABAA aux synapses mixtes.

L’utilisation des QDs plutdt que des fluorochromes organiques pour le SPT présentait de
nombreux avantages. lls permettaient I'utilisation d’'une méme sonde en microscopie optique a
épifluorescence et en microscopie électronique. Ainsi, I'entrée dans la fente synaptique du
complexe RGIly-QD a été confirmée en microscopie électronique. Deuxiemement, la brillance
des QDs supérieure a celle des fluorochromes organiques (cy3, cy5 etc) facilitait I'acquisition
des images en utilisant une simple lampe a fluorescence plutét qu’un laser pour exciter la sonde
et augmentait la précision de la mesure des coefficients de diffusion. En effet, la grande brillance
des QDs comparée a celle des fluorochromes organiques (e.g. cy3, gfp etc) permet d’augmenter
le rapport signal sur bruit et de ce fait la précision de pointage (15 vs 40 nm) [68,90]. Enfin, le
temps de vie considérable des QDs comparé a celui des fluorochromes organiques implique
gue les comportements des QDs individuels sont moyennés sur des temps beaucoup plus
longs. Ceci influence la distribution des coefficients de diffusion. Ce travail a fait I'objet d’'une
publication dans Science en 2003 [90]. Ce travail m'a également permis de participer a la
rédaction de plusieurs chapitres de livre et a un article de méthode paru dans Nature Protocols
[91].

Conclusions

Cette approche est maintenant utilisée en routine dans de nombreux laboratoires et a permis
'étude de la dynamique membranaire d’'un grand nombre de protéines membranaires dont
plusieurs récepteurs tels que le récepteur CB1 [92], les récepteurs [(1)- and B(2)-
adrénergiques [93], le récepteur cholinergique neuronal (sous-unité a3 [94] et sous-unité o7
[94,95]), le récepteur cholinergique musculaire [96], le récepteur purinergique P2X(2) [97], le
récepteur AMPA [79,98,99,100,101,102,103], le récepteur NMDA [99,104,105,106], le RGly
[12,71,90,107,108,109], le RGABAA [12,17,72,97,110,111,112], et le récepteur métabotrope du

glutamate (MGIuR5) [113]. D’une maniére générale, ces études ont montré que :

e les récepteurs diffusent plus librement et rapidement dans la membrane extrasynaptigue

alors qu’ils sont plus lents et confinés aux synapses.

e la surface occupée par la membrane extrasynaptique est supérieure a celle occupée par les

synapses. Ainsi, le temps que les récepteurs passent dans la membrane extrasynaptique

est plus grand que le temps passé dans les synapses [73,89].
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pour les récepteurs extrasynaptiques, les coefficients de diffusion fluctuent sur plusieurs

ordres de grandeur (10* <D> 10" um?s™). Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues

dans les membranes artificielles. Cela reflete I'hnétérogénéité de la membrane due aux
interactions transitoires avec les molécules d’échafaudage, a I'association aux radeaux
lipidiques, aux obstacles rencontrés (intracellulaires et membranaires), a 'organisation des
récepteurs en agrégats de petite taille [74,108].

Les récepteurs inhibiteurs (RGly et RGABAA) sont plus lents et plus confinés que les
récepteurs excitateurs (RNMDA et RAMPA) dans les membranes extrasynaptiques et
synaptiques [114,115]. Pour une méme famille de récepteurs (inhibiteurs ou excitateurs),
les RGly et les RNMDA sont respectivement plus lents et plus confinés que les RGABAA et

les RAMPA [114,115]. Ceci reflete_une grande hétérogénéité des propriétés d’interaction

des récepteurs avec I'échafaudage moléculaire.

L’utilisation des QDs pour le SPT est limitée par 'encombrement stérique. Le complexe (Ac-

Fab-QD) formé par I'anticorps primaire (~12 nm), I'anticorps secondaire (fragment Fab, ~5
nm) et un QD fonctionnalisé (~15-20 nm) atteint 30-35 nm. La taille de ce complexe est
supérieure a celle de I'épaisseur de la fente synaptique (20-25 nm en microscopie
électronique). Le complexe Ac-Fab-QD pourrait donc géner la diffusion des molécules
membranaires dans I'espace confiné de la fente synaptique. Nous avons montré que le
complexe Ac-Fab-QD est détecté au cceur des synapses en microscopie électronique et
que l'utilisation d’'une sonde plus petite (~3 nm) et monovalente (fragment Fab de I'anticorps
primaire couplé directement au cy3) ne modifie pas significativement le coefficient de
diffusion moyen du RGly synaptique [90]. De méme, la proportion de récepteurs immobiles
et le coefficient de diffusion médian (Dmedian) du RAMPA aux synapses ne sont pas
altérés par la taille et la valence de la sonde [79]. L'utilisation de complexes de grande taille
n’est cependant pas sans conséquence sur la diffusion synaptique des récepteurs. En effet,
'entrée dans la fente synaptique est limitée pour les complexes de grande taille [79,116] et
I'utilisation d’'un plus petit complexe favorise la visualisation d’une sous-population de
récepteurs a diffusion rapide [79].

L’utilisation des QDs pour le SPT est également limitée par la stoechiométrie du couplage.

Avec les méthodes de couplage utilisées couramment, le complexe sonde-ligand peut se
lier a plusieurs protéines cibles. En effet, un QD commercial est conjugué a ~4-10
streptavidines (ou Fab) et par conséquent a la possibilité de se lier a plusieurs anticorps
primaires. D’autre part, I'anticorps primaire est divalent et peut, dans certains cas, lier deux

protéines cibles. Une agrégation artificielle des protéines d’intérét pourrait activer les voies
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de signalisation intracellulaires et réduire significativement la mobilité des molécules

membranaires [86].

Perspectives

Des améliorations des QDs (réduction de la taille et obtention d’'une stoechiométrie 1 sonde : 1
molécule) sont nécessaires pour I'optimisation de I'étude des processus diffusifs des récepteurs
dans des systémes de monocouches cellulaires (culture cellulaire) mais également dans des
systemes intégrés (tranches ou in vivo). A l'origine, un QD a un diamétre de 4-9 nm. C’est
I'étape de « passivation » du QD correspondant a I'ajout de la couche amphiphile qui augmente
considérablement (x4) sa taille [117,118]. La couche amphiphile des QDs commerciaux consiste
en une coquille de polymeres de peptides et de PEG (Polyethylene glycol) directement couplée
a la streptavidine tétramérique (4-10 streptavidines par QD). Le diamétre final du QD atteint
apres fonctionnalisation ~15-20 nm. Le défi est donc de diminuer I'épaisseur de la couche
amphiphile sans augmenter les interactions non spécifiques des QDs avec les cellules et l'auto-
agrégation des QDs qui dégrade le rendement quantique. Des QDs plus performants ont été
générés dans le laboratoire de MG Bawendi et utilisés par AY Ting. Le couplage du QD a des
polymeéres d’acide dihydrolipoique (pour chélater I'enveloppe ZnCdS) et a 8 groupements PEG
(pour réduire le marquage non spécifique) et a une streptavidine monovalente (pour le couplage
a une biomolécule) permet de réduire d’'un facteur ~2 le diameétre hydrodynamique du QD (~11
nm) et par la méme de rendre le QD monovalent [116]. L'utilisation des ces QDs augmente la
pénétration de la sonde dans la fente synaptique et prévient 'agrégation artificielle des protéines

membranaires.
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2.4. Régulation de la dynamique et de I’agrégation des récepteurs inhibiteurs

2.4.1. Implication des barrieres de diffusion et des molécules d’ancrage au
cytosquelette

Le ralentissement et le confinement transitoire des récepteurs aux synapses est du au moins en
partie aux interactions réversibles avec les molécules d’ancrage au cytosquelette. Cela a
initialement été démontré pour le RGly et la géphyrine [73], puis pour mGIuUR et homer [89] ainsi
gue pour RAMPA et le complexe stargazin/PSD-95 [98]. La diffusion des récepteurs aux
synapses dépend également de la présence d'obstacles et de barriéres. Les barrieres sous-
membranaires ou « corrals » sont constituées d’'une forte densité de molécules cytoplasmiques
du cytosquelette ancrées a la membrane. Les protéines transmembranaires ne peuvent
s’échapper des «corrals» que lors d'une dissociation transitoire des barriéres [119].
Cependant, ce modéle ne rend pas compte de toutes les contraintes a la diffusion car les
protéines ou les phospholipides a ancrage glycosylphosphatidylinositol (GPI), sans domaine
intracellulaire, sont également compartimentalisés [75,120]. Une seconde source de barriére de
diffusion est générée par la présence dobstacles immobilisés dans la membrane en
interagissant avec le cytosquelette. Dans ce cas, la diffusion des protéines est génée par
encombrement stérique. La diffusion des protéines est également limitée par une association
transitoire avec des microdomaines lipidiques spécialisés ou « radeaux lipidiques » enrichis en
certains lipides, récepteurs et molécules de signalisation [121,122]. Enfin, des complexes
moléculaires volumineux [123] et I'asymétrie des molécules [124] contribuent également a
'hétérogénéité de la membrane plasmique et a limiter la diffusion des protéines

transmembranaires.

Au cours de I'encadrement des stages de L3-M1-M2 de Cécile Charrier, je me suis intéressée
au rOle du cytosquelette dans la diffusion membranaire du RGly. Le RGIly interagit par
l'intermédiaire de la géphyrine avec les microtubules [27] et avec I'actine via la profiline | et Il
[28] et certains membres de la famille Mena/Vasp [29]. Nous avons observé que la
dépolymérisation du cytosquelette d’actine par la latrunculine A (3 uM) ou des microtubules par
le nocodazole (10 pM) diminuaient I'immunoréactivité du RGly et de la géphyrine aux synapses
inhibitrices de la moelle épiniére. Ces traitements avaient des effets tres différents sur les
propriétés diffusives du RGly. Bien que le temps de résidence du RGly aux synapses f(t

fortement réduit aprés la dépolymérisation de l'actine filamenteuse et des microtubules, la
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diffusion du RGIly était préférentiellement régulée par les microtubules dans la membrane
extrasynaptique et par l'actine dans la membrane postsynaptique. Ainsi, les échanges en
récepteurs entre les compartiments extrasynaptiques et synaptiques sont rapidement régulés en
changeant les propriétés de diffusion dans lI'un ou lautre de ces compartiments. Par

conséquent, les échanges de récepteurs entre les compartiments extrasynaptiques et

synaptigues dépendent de la viscosité apparente de la membrane et de la stabilisation des

récepteurs aux synapses.

Nos résultats montraient également que la perte des RGly synaptiques précédait celle de la
géphyrine. Ceci suggerait que les RGIly quittent la synapse avant la désorganisation de
I'échafaudage moléculaire sous-synaptique. Bien que I'accumulation des récepteurs inhibiteurs

aux synapses requiert la géphyrine [19,20,21,22,23,25], les récepteurs aident réciproguement a

stabiliser la_ géphyrine sous la membrane synaptique. Il y a donc réciprocité de stabilisation des

récepteurs et des molécules d’échafaudage.

L’augmentation de diffusion du RGly dans la membrane extrasynaptique a la suite d’'une

dépolymérisation des microtubules suggerait une association transitoire du récepteur

extrasynaptigue avec le cytosquelette. En accord avec ce résultat, 40% des RGly

extrasynaptiques qui diffusent sont associés a la géphyrine [74]. En fait, le RGly est associé a la
géphyrine dans les vésicules golgiennes peu aprés sa synthése [125], puis il est transporté le

long des microtubules et inséré dans la membrane extrasynaptique lié a la géphyrine.

L’ensemble de ce travail a fait I'objet d’une publication dans Journal of Neuroscience en 2006
[71].

Au cours de I'encadrement du stage post-doctoral de Claude Shweizer, jai abordé la question
du réle des barriéres de diffusion dans le tri et 'accumulation synaptique des récepteurs. Cette
guestion a été adressée pour la sous-unité y2 du RGABAA et la sous-unité GluA2 du RAMPA
aux synapses inhibitrices et excitatrices dans des cultures primaires de neurones d’hippocampe.
En comparaison avec la diffusion dans la membrane extrasynaptique, la sous-unité y2 du
RGABAA était significativement ralentie (figure 4A) et confinée (figure 4B) aux deux types de
synapses. Des résultats comparables étaient obtenus avec la sous-unité GluA2 du RAMPA (non

montré). Nous avons verifié que les contraintes a la diffusion du RGABAA aux synapses
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excitatrices ne dépendaient pas de la méthode de détection des QDs. Des expériences de
FRAP de la sous-unité y2 recombinante couplée a la pHluorine (SEP-GABAARY2) ont montré
que la population stable des récepteurs membranaires (qui ne s’échangeaient pas pendant la
durée de I'enregistrement) était deux fois plus importante aux synapses excitatrices (~30%) que

dans la membrane extrasynaptique (~15%) (figure 4D-E). Ces résultats suggéraient que les

barrieres de diffusion réduisent significativement la diffusion des récepteurs aux synapses. Des

résultats comparables ont été obtenus pour les lipides associés (cholera toxine et
glycophosphatidylinositol-anchored green fluorescent protein) ou non
(Phosphatidylethanolamine) aux radeaux lipidiques [75,120]. Bien que non enrichis aux
synapses, la diffusion latérale de ces lipides était diminuée aux synapses comparée aux régions

extrasynaptiques.

Nos résultats ont révélé que le coefficient de diffusion ne permet pas de ségréger les récepteurs
aux synapses appropriées. En effet, les coefficients de diffusion de la sous-unité y2 du RGABAA
n’étaient pas significativement différents aux synapses excitatrices et inhibitrices (figure 4A). De
méme, le coefficient de diffusion de GIuA2 était similaire aux synapses excitatrices et
inhibitrices. En revanche, la sous-unité y2 du RGABAA était moins confinée (figure 4B) et
s’échappait plus rapidement (figure 4C) des synapses excitatrices que des synapses
inhibitrices. Réciproquement, la sous-unité GIuA2 du RAMPA était plus confinée et résidait plus

longtemps aux synapses excitatrices qu’aux synapses inhibitrices. Ces résultats montraient que

le confinement et le temps de résidence mais pas le coefficient de diffusion sont associés au tri

synaptigue des récepteurs.

Pourquoi un récepteur nest il pas significativement plus ralenti dans la différentiation
postsynaptique lui correspondant? Comparé au RGly, le RGABAA se lie avec une faible affinité
a la géphyrine [17,18]. Le récepteur s’associe et se dissocie donc tres rapidement de
I'échafaudage moléculaire sous-synaptique. Ainsi, le ralentissement du RGABAA induit par son
interaction avec la géphyrine aux synapses inhibitrices ne serait pas trés différent de celui
occasionné par les barrieres de diffusion ou les obstacles rencontrés aux synapses excitatrices.
Le passage du RGABAA d’un site de liaison a I'autre augmenterait néanmoins le confinement et

le temps de résidence du RGABAA dans la différentiation postsynaptique inhibitrice.
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Conclusions

e Nos résultats et ceux obtenus sur les lipides [75,120] indiquent qu'une diminution de la

diffusion dans les synapses ne conduit pas nécessairement a une accumulation synaptique.

C’est la capture par I'échafaudage sous-synaptique qui assure le tri et 'accumulation des

récepteurs aux synapses spécifigues. A I'état stationnaire, les récepteurs sont constamment

échangés entre les compartiments extrasynaptiques et synaptiqgues. Le nombre de
récepteurs aux synapses dépend de l'abondance et de [laffinité des molécules
d’échafaudage. En absence d’'une interaction avec I'échafaudage sous-synaptique, le flux

net des molécules a la synapse est nul [68].

e Les barrieres de diffusion permettraient néanmoins dans certains cas une accumulation des

protéines. Par exemple, les sous-unités a6, y2, et 32/3 du RGABAA sont concentrées aux
synapses inhibitrices mais également a certaines synapses excitatrices du cervelet
[126,127]. Dans ce cas, le RGABAA colocalise avec le RAMPA. Une accumulation des
RGABAA aux synapses excitatrices permettrait a certaines synapses dutiliser
simultanément la signalisation GABAergique et glutamatergique sans co-libération des deux
transmetteurs. Le RGABAA aux synapses excitatrices serait activé par « spillover » c'est-a-
dire par diffusion de GABA libéré par les terminaisons présynaptigues aux synapses
inhibitrices voisines [126,128]. Ainsi, les barrieres de diffusion pourraient avoir une

implication fonctionnelle dans la transmission synaptique.

e Le RGABAA et le RAMPA résident respectivement 2.4 et 2.5 s aux synapses excitatrices et
inhibitrices, un temps 3-5 fois plus long que les lipides associés ou non aux radeaux
lipidiques (0.5-0.8 s, [75]). Les récepteurs sont donc plus contraints par les barriéres de
diffusion que les lipides. Ceci est probablement du au fait que les récepteurs mais pas les
lipides ont un domaine intracellulaire qui, en interagissant avec le cytosquelette sous-

membranaire, géne la diffusion des récepteurs. Les récepteurs sont donc freinés par les

corrals et les piguets alors que la diffusion des lipides est plus spécifiguement limitée par les

piguets.

35/77



=
oo
O

L} 15_ | | |
= 8 1 _|_
= 12 0.1 ™
:.-l.-l | -
£ E [ z °
= 9' = [t} 5-
T g 0.01 g 1l
287 7 2 3
= ] E 5
= S 1E3 | 5
ui] 3 7 e
£ ] i 11
[
- 1E-4 .
inh exc ex inh exc inh exc
el E 100 - s
90 - = on o i
&0 S -
3g 370 -
g = o0 & B0 A
g 29l § g0 -
s g 40 A0 - s
oo 30 E 0 -
20 S 20 -
10 o g
T T T T T T T T T T 1 -
o 30 &0 7 90 110 inh exc ex

time (=)

Figure 4. Comparaison des propriétés de diffusion de la sous-unité »2 du RGABAA aux synapses
inhibitrices et excitatrices. A, Réduction significative du coefficient de diffusion (mediane +/- IQR 25-
75%) de la sous-unité »2 du RGABAA aux synapses inhibitrices (vert) et aux synapses excitatrices
(rouge), comparée a la diffusion du récepteur dans la membrane extrasynaptique (noir). B-C, En
revanche, le RGABAA est plus confiné (B, la surface explorée est plus petite, mediane +/- IQR 25-75%) et
réside plus longtemps (C, moyenne +/- SEM) aux synapses inhibitrices (vert) qu’aux synapses excitatrices
(rouge). D-E, FRAP de SEP-GABAARy2 aux synapes inhibitrices (vert), aux synapses excitatrices
(rouge), et dans la membrane extrasynaptique (noir). Les résultats sont exprimés sous forme de courbes
normalisées de retour de fluorescence en fonction du temps (D) et de pourcentage de retour de
fluorescence (E, moyenne +/- SEM). Insert en D, portion de dendrite d’un neurone exprimant les protéines
recombinantes SEP-GABAAR2 (vert) et homerlc-DsRed (rouge). Barre de calibration, 1 gm. A-B,
Kolmogorov-Smirnov test ***p<0.001. C-E, Mann-Whitney rank sum test ***p<0.001.
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2.4.2. Role de I’activité neuronale

La plasticité synaptique désigne les changements rapides et durables de l'efficacité de la
transmission synaptique en réponse a des modifications de l'activité. Plusieurs paramétres
peuvent étre modifiés : i) la densité et I'activité des terminaisons présynaptiques, ii) le nombre et
I'efficacité des récepteurs postsynaptiques, et iii) I'excitabilité du neurone [129]. Il existe la
plasticité « hebbienne » dont la potentialisation a long terme (LTP) et la dépression & long terme
(LTD) font partie et la plasticité homéostatique. La LTP et la LTD correspondent respectivement
a un renforcement ou un affaiblissement de la transmission synaptique. La plasticité synaptique
est considérée comme la base cellulaire des processus d’apprentissage (références dans [130]).
La plasticité homéostatique tend a maintenir la balance entre excitation et inhibition et donc la
stabilité des réseaux [131,132]. La mise en place de la plasticité « hebbienne » est plus rapide
gue la plasticité homéostatique (minutes-heures vs plusieurs heures-jours). Les phénoménes de
plasticité synaptique sont connus depuis longtemps aux synapses excitatrices [133] mais n’ont
été que plus récemment étudiés aux synapses inhibitrices [134,135,136]. Les phénoménes de
plasticité des synapses GABAergiques ont été décrits dans I'hippocampe, le cortex, le cervelet,

I'olive latérale supérieure, 'amygdale et le pont (références dans [135]).
2.4.2.1. Régulation homeéostatique du RGly dans la moelle épiniere

J'ai voulu savoir si la diffusion latérale des récepteurs inhibiteurs aux synapses inhibitrices
mixtes de la moelle épiniére était régulée par l'activité neuronale. J'ai montré une régulation
homéostatique de la diffusion latérale et du nombre de RGly mais pas de RGABAA aux
synapses mixtes glycine/GABA. Plus précisément, le blocage de I'activité neuronale par la TTX
augmentait rapidement (t<10 min) la diffusion des RGIly synaptiques et extrasynaptiques et
diminuait le confinement synaptique du RGly ainsi que le nombre de RGly aux synapses. L'effet
de la TTX était reproduit par le blocage de la neurotransmission excitatrice dépendante du
RNMDA par le D-APS5. Inversement, I'activation du RNMDA ralentissait le RGly et augmentait
son confinement aux synapses tout en augmentant le nombre de molécules de RGly
postsynaptiques. Le nombre de molécules de RGly aux synapses mixtes était augmenté sans
changement de la densité synaptique en RGABAA. Des enregistrements en électrophysiologie
ont révélé une augmentation significative de I'amplitude des courants synaptiques inhibiteurs
glycinergiques mais pas des courants synaptiques GABAergiques aprés 30 min d’exposition au

NMDA. Une augmentation de la transmission excitatrice glutamatergique provoque donc une
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augmentation de I'activité inhibitrice glycinergique. Cette régulation s’apparente a une régulation

homéostatique de la transmission glycinergique qui tendrait & maintenir la balance entre

I'excitation et l'inhibition et donc la stabilité des réseaux neuronaux [131,132]. Les données de la

littérature montrent un délai long (plusieurs heures-jours) pour la mise en place de la plasticité
homéostatique. Nos résultats révélaient qu’une telle régulation peut néanmoins se mettre en

place dans un délai beaucoup plus court et suggéraient que la_dynamigue membranaire

constitue la base moléculaire de la régulation homéostatique. Favoriser une régulation rapide du

RGly et pas du RGABAA aux synapses mixtes a une importance fonctionnelle dans la moelle

épiniére ou ce récepteur prédomine comme modulateur des réseaux moteurs et de réponse a la

douleur.

Quels mécanismes sous-tendent la régulation homéostatique du RGly aux synapses

inhibitrices ?

J'ai observé que l'augmentation du nombre de RGly aux synapses induite par le NMDA se
produisait sans changement de la densité synaptique en géphyrine. Dans des conditions de
plasticité synaptique, de nouveaux récepteurs peuvent donc étre recrutés aux synapses sans
changement du nombre de sites de liaisons a I'échafaudage sous-synaptique. Ceci suggere

gu’en condition basale, un certain nombre de sites de liaison sont vacants.

J'ai ensuite montré que l'effet du NMDA implique un influx de calcium extracellulaire et la

mobilisation du calcium des réserves. Une libération synaptique de glutamate active par

« spillover » les RNMDA extrasynaptiques (abondants dans les neurones de moelle épiniére)

situés a proximité d’'une synapse inhibitrice. Il en résulte un influx de calcium qui en régulant

'état de phosphorylation du RGly et/ou de la géphyrine augmenterait leur interaction réciproque

(figure 5). Par exemple, la phosphorylation de résidus Proline de la géphyrine [137] ou de
résidus Serine de la géphyrine [107] favoriserait l'interaction avec le RGly et augmenterait la
stabilité et le nombre de RGly synaptiques. Par ailleurs, la déphosphorylation du RGly par une
phosphatase suite & une augmentation de I'activité (e.g. résidu Ser403 de la sous-unité 3 [109])
augmenterait la liaison RGly-géphyrine [109]. Ce travail a fait l'objet d’'une publication dans
Neuron en 2008 [12].
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Figure 5. Régulation homéostatique de la dynamique membranaire du RGly par la transmission
glutamatergique. Une libération synaptique de glutamate active par « spillover» les RNMDA
extrasynaptiques situés a proximité d’une synapse inhibitrice. Il en résulte un influx de calcium qui en
régulant I'état de phosphorylation du RGly et/ou de la géphyrine augmenterait leur interaction et le nombre
de RGly aux synapses inhibitrices. Une élévation de la transmission excitatrice n’a en revanche pas
d’effet sur l'agrégation du RGABAA synaptique.

2.4.2.2. Dynamique membranaire du RGABAA et dépression a long terme des
synapses inhibitrices de I’hippocampe

Dans I'hippocampe de rat, la plupart des protocoles de stimulation induisent une LTD aux
synapses GABAergiques [72,138,139,140,141,142,143]. Au moment ou hous avons entrepris
cette étude, les mécanismes moléculaires de la LTD GABAergique n’étaient pas bien connus.
Je me suis alors intéressée, au cours de I'encadrement du stage post-doctoral d’Hiroko Bannai,
au role de la dynamique membranaire du RGABAA dans ['établissement de la LTD
GABAergique dans les cultures primaires de neurones d’hippocampe. Une augmentation
pharmacologique de l'activité neuronale excitatrice par la 4-Aminopyridine (4-AP) ou par un
cocktail d’antagonistes du RGly et du RGABAA (i.e. la strychnine et la gabazine) augmentait
rapidement (dés les 5 premiéres minutes) et de maniére réversible la diffusion du RGABAA et
s’accompagnait d’'une diminution du confinement et du temps de résidence des récepteurs aux
synapses. Ces effets étaient corrélés en immunocytochimie avec une diminution de
'accumulation synaptique des RGABAA. Inversement, le blocage de I'activité neuronale par la

TTX diminuait le coefficient de diffusion des RGABAA synaptiques et extrasynaptiques,
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augmentait le confinement et le temps de résidence des RGABAAs aux synapses inhibitrices.
Les effets de la TTX sur la diffusion latérale du RGABAA étaient reproduits par le blocage de la
neurotransmission excitatrice dépendante du RNMDA et du RAMPA par le D-AP5 et le CNQX.
Ces données indiquaient que la dynamigque membranaire et l'agrégation synaptique du
RGABAA sont rapidement et réversiblement régulées par la transmission excitatrice
glutamatergique. Un protocole de LTP chimique (30 uM glutamate and 1 pM glycine pendant 4
min) cause également une augmentation rapide de la mobilitt des RGABAAs recombinants
couplés a la Phluorine (a2SEP-GABAAR) et une dispersion rapide et réversible des récepteurs
synaptiques [110]. Nous avons montré [implication du calcium et de la phosphatase
calcium/calmoduline dépendante, la calcineurine, dans le contréle de la dynamique
membranaire du RGABAA. Le fait que le calcium et la calcineurine sont essentiels a I'induction
de la LTD aux synapses inhibitrices de I'hippocampe [135,140,144,145] est en faveur d’une
implication de la régulation de la diffusion du RGABAA dans la mise en place d’'une LTD aux
synapses GABAergiques de I'hippocampe. Muir et collaborateurs ont ensuite montré que
I'activation de la calcineurine a la suite d’'une LTP chimique déphosphoryle la Ser327 dans la
boucle intracellulaire de la sous-unité y2 du RGABAA et diminue probablement ainsi la capture
des RGABAA aux synapses [110] (figure 6). Nous avons également montré qu’'une activité
élevée des synapses glutamatergiques diminue I'accumulation synaptique de la géphyrine. Les
interactions géphyrine-géphyrine étaient donc également régulées dans ce phénomeéne de
plasticité (voir figure 6 pour un récapitulatif des la régulation). Ce travail a fait I'objet d’une

publication dans Neuron en 2009 [72].

Conclusions

e La diffusion-capture permet de rapidement réguler le nombre de récepteurs aux synapses

lors de phénoménes de plasticité synaptique. Nous I'avons montré pour le RGly dans la

moelle épiniére et pour le RGABAA dans l'hippocampe. Aux synapses excitatrices, la
diffusion du RAMPA est aussi modulée par I'activité [55,103,146,147,148,149]. Brievement,
une LTD chimique augmente la mobilité du RAMPA (sous-unité GIuA2) aux synapses
excitatrices [147,148] puis induit I'endocytose des récepteurs dans la membrane
extrasynaptique [55]. A linverse, une LTP chimique ou le décageage local de calcium
stabilisent les RAMPA aux synapses excitatrices [102,146,150]. Ces résultats sont corrélés
a une augmentation et une diminution du nombre de RAMPA synaptique lors de la LTP et la

LTD aux synapses excitatrices.
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e La régulation de la dynamigue membranaire des récepteurs par I'activité est « récepteur
spécifigue » (RGly vs RGABAA [12,72], RAMPA vs RNMDA [148]) et « cellule spécifique »
(RGABAA, moelle épiniére vs hippocampe [12,72]).

Perspectives

¢ Le RGABAA interagit directement avec la géphyrine par l'intermédiaire des sous-unités al,
o2 et a3 [15,16,17,18]. La géphyrine est requise pour accumuler le RGABAA aux synapses
[21,22,23,24,25,26]. Réciproquement, le RGABAA (sous-unités al, a3 et y2) stabilise la
géphyrine aux synapses inhibitrices [22,151,152,153,154,155,156]. Nous avons montré
gu’une augmentation de l'activité excitatrice diminue 'accumulation du RGABAA et de la

géphyrine aux synapses GABAergiques de I'hippocampe. La question est de savoir s'il

existe une régulation interdépendante du récepteur et de sa protéine d’ancrage pour leur

accumulation synaptique. Une diminution de l'agrégation de la géphyrine diminuerait le

nombre de sites de liaison et réciproquement, une diminution du nombre de RGABAA
synaptique diminuerait le nombre de molécules de géphyrine. Le décours temporel des
effets d’'une LTP chimique sur I'accumulation synaptique de la géphyrine ou du RGABAA
permettrait de savoir qui de la géphyrine ou du RGABAA est initialement déstabilisé des

synapses.

e |l serait intéressant de déterminer si le déficit en géphyrine aux synapses inhibitrices

observé suite a une élévation de I'excitation résulte d'une altération des propriétés

d’oligomérisation de la molécule d’ancrage par un mécanisme de

phosphorylation/déphosphorylation.
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Figure 6. Régulation de la dynamique membranaire du RGABAA par I’excitation dans les neurones
d’hippocampe. Dans les épines dendritiques, un iflux de calcium au travers du RNMDA aux synapses
glutamatergiques active la calcineurine qui déphosphoryle la Ser327 du RGABAA. Le récepteur,
incapable de lier la géphyrine, quitterait alors la synapse. Un effet de la signalisation glutamatergique sur
le maintien de la géphyrine aux synapses inhibitrices contribuerait également a diminuer les sites de
liaison des récepteurs et I'efficacité de la transmission inhibitrice.

2.4.2.3. Une mutation de la sous-unité y2 du RGABAA liée a une forme d’épilepsie
généralisée avec crises fébriles (GEFS+) altére la dynamique membranaire du
RGABAA

J’ai rejoint I'équipe de Jean Christophe Poncer en novembre 2007. Le laboratoire a examiné les
conséguences fonctionnelles de mutations récemment associées au syndrome GEFS+ dans les
neurones d’hippocampe en culture [157]. Ce syndrome a transmission autosomale dominante
se caractérise par des crises fébriles chez I'enfant pouvant conduire a des crises afébriles chez
l'adulte. La mutation K289M affecte notamment le géne codant pour la sous-unité y2 du
récepteur GABAA (GABRG2). A des températures physiologiques, I'expression de la mutation
K289M cause une altération fonctionnelle de la transmission GABAergique en accélérant la
désactivation du courant GABA sans changement du courant tonique porté par les récepteurs
extra-synaptiques. Ces résultats suggéraient que I'épilepsie des patients portant la mutation
K289M était due a une diminution de l'efficacité de la transmission GABAergique. Au cours de
'encadrement du travail de 2 stagiaires M1, Félix Leroy et Walid Bouthour, j'ai examiné I'impact

de I'hyperthermie sur I'agrégation postsynaptique des RGABAA portant la mutation K289M. A
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37°C, la mutation n’altérait pas I'agrégation postsynaptique des RGABAA : la densité d’agrégats
de RGABAA était inchangée dans les neurones hippocampiques en culture exprimant une
protéine recombinante, sauvage ou mutée, fusionnée au marqueur fluorescent GFP. En
revanche, une élévation de la température de 37 a 41°C diminuait sélectivement le nombre
d’agrégats postsynaptiques et I'intensité de fluorescence des agrégats de RGABAA portant la
mutation K289M. Ceci s’accompagnait d’'une rapide (<5 min) augmentation de la diffusion
latérale des RGABAA-K289M individuels. Ainsi, les RGABAA mutés s’échappaient plus vite des
synapses inhibitrices que les récepteurs sauvages a la suite d’une hyperthermie. Des
enregistrements en patch-clamp ont montré une augmentation significative de [activité
synaptique aprés élévation de la température de 37 a 41°C. L’augmentation de la mobilité du
RGABAA muté induite par I'hyperthermie était bloquée par des antagonistes des RNMDA et
RAMPA (AP5 et NBQX). A l'inverse, une augmentation de I'activité neuronale par la 4-AP a des
températures basses reproduisait les effets d’'une élévation de la température sur la mobilité du
mutant. Ces données nous ont permis de proposer que la mutation K289M, non seulement
diminue le seuil épileptogénique en altérant les cinétiqgues des courants GABA, mais diminue
aussi le nombre de RGABAA postsynaptiques dans des conditions d’activité synaptique élevée
comme I'hyperthermie. Ce travail a fait I'objet d’un article publié dans Cerebral Cortex en 2011
[111].

La localisation de la mutation K289M dans la boucle extracellulaire entre les segments M2 et M3
de la sous-unité y2 du RGABAA suggeérait qu’'un changement de la conformation du récepteur
influe sur sa dynamigue membranaire, son interaction avec la géphyrine et par conséquence sur
son accumulation synaptique. J'ai ensuite analysé les effets d’'un modulateur allostérique sur la
dynamique membranaire et I'accumulation synaptique du RGABAA endogéne. De maniére
similaire a la mutation K289M, une exposition aigue des neurones d’hippocampe a un agoniste
inverse des benzodiazépines, le methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-carboline-3-carboxylate
(DMCM, 1 uM) accélérait la désactivation du courant synaptique porté par les RGABAAs (figure
7A). Le DMCM augmentait rapidement (<5 minutes) la diffusion de la sous-unité y2 du RGABAA
endogéne (figure 7B) et diminuait son temps de résidence aux synapses inhibitrices (figure
7C). Une exposition d’1h des neurones au DMCM dispersait la sous-unité y2 du RGABAA des
synapses inhibitrices (figure 8A-B). Cet effet était corrélé avec une diminution significative de la
taille quantique des courants synaptiques inhibiteurs portés par les RGABAAs (figure 8C-D).
Réciproguement, une exposition aigue des neurones a un agoniste des benzodiazépines, le

diazépame (1 pM) diminuait la désactivation du courant synaptique GABAergique. Cet effet
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s’accompagnait d’'une réduction du coefficient de diffusion (figure 9A), et d’'une augmentation du
confinement (figure 9B) et du temps de résidence (figure 9C) du RGABAA en condition
d’hyperactivité (100 pM 4-AP). L’augmentation des contraintes a la diffusion du RGABAA
s’accompagnait d’'une augmentation de I'accumulation des récepteurs aux synapses inhibitrices

(figure 9D). Nous avons conclu que I'état allostérigue du RGABAA influence sa dynamique

membranaire et son accumulation synaptique, probablement en modifiant ses propriétés
d’interaction avec I'échafaudage moléculaire sous-membranaire. Ce travail révéle un effet
inattendu du mode d’action des benzodiazépines.
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Figure 7. L’agoniste inverse des benzodiazépines, le DMCM, augmente la diffusion de la sous-
unité »2 du RGABAA. A, constante de désactivation des courants miniatures inhibiteurs portés par les
RGABAA (GABA mIPSCs) mesurée dans des neurones maintenus en conditions contréles (blanc) ou a la
suite d’une exposition aigué (1h) au DMCM (1 uM). Ctrl, 38 cellules ; DMCM, 42 cellules ; 3 expérences.
Noter la désactivation rapide des courants synaptiques dans les neurones exposés au DMCM (noir).
Mann-Whitney rank sum test **p<0.01. B, Probabilités cumulées des coefficients de diffusion des sous-
unités 72 du RGABAA en conditions contrdles (lignes pointillées) ou en présence (lignes pleines) de
DMCM (1 uM). n QDs, extrasynaptique, Ctrl, 334, DMCM, 271 ; synaptique, Ctrl, 78, DMCM, 97 ; 3
expériences différentes. Kolmogorov-Smirnov test ***p<0.001. C, Temps de résidence (moyenne +/-
SEM) de y2aux synapses inhibitrices en absence (blanc) ou en présence (noir) de DMCM. n QDs, Citrl,
163, DMCM, 157 ; 3 expériences différentes. Mann-Whitney rank sum test **p<0.01. Le DMCM augmente

la diffusion de la sous-unité 2 du RGABAA a la surface de la membrane extrasynaptique et synaptique et
induit un échappement plus rapide du récepteur des synapses.

44/77



=10 71—
O I
= 2
c
— - 0,5 =
s E
f=ae} L
TR =
0,0
C Ctrl DMCM
Nk el U e NPT Y e TV
;{M(v-v(-{-’f‘p/"ra‘f‘/‘w,m'ﬁqﬂ—’ o LA 01 M ' e et 'L of
/ - Yy as e e’ Yy
s{.ﬂf’»',f( ;f{'ﬂrm»-'r‘ T’ y
—rrrmranP’”mvr’ Wmfrﬁf?”""“"m
""fyﬂmﬂ"‘(‘*‘rr‘m,ﬂ“ i i 6 ol s ¢ AN | G0 Ll e
D - E
= 1,0 it = 1,0 — -
S | >0 I
89 e
2205} 05}
o g o=
ES t ©5 L
< = w £
0,0 0,0

Figure 8. Le DMCM disperse les agrégats synaptiques de RGABAA et diminue la réponse
synaptique GABAergique. A, Immunomarquage de surface (sur cellules vivantes a 4°C) de la sous-unité
72 du RGABAA dans des neurones d’hippocampe a 21 DIV maintenus en conditions controles (gauche)
ou aprés 1h d’exposition au DMCM (1 uM, droite). B, Quantification de lintensité de fluorescence des
agrégats de la sous-unité y2 du RGABAA en absence (blanc) ou en présence (noir) de DMCM. n cellules
Ctrl et DMCM, 60 a partir de 3 expériences distinctes. Mann-Whitney rank sum test **p<0.01. Noter la
diminution significative de I'agrégation du RGABAA apreés traitement au DMCM. C-E, Effets du DMCM sur
les courants synaptiques GABAergiques. C, Enregistrements en continu des courants miniatures IPSCS a
partir de neurones non traités (gauche) ou traités 1h au DMCM (droite). Calibration: 100 pA, 250 ms. D-E,
Amplitude (D) et fréquence (E) (moyenne+/- SEM) des mIPSCs GABAergiques en absence (blanc) ou en
présence (noir) de DMCM. Ctrl, 38 cellules ; DMCM, 42 cellules ; 3 expérences. Mann-Whitney rank sum
test *p<0.01. Le DMCM diminue [l'amplitude mais pas la fréquence des courants synaptiques
GABAergiques.
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Figure 9. Le diazépame diminue la diffusion et augmente I’agrégation du RGABAA en condition
d’hyperactivité. A-C, Distributions cumulées des coefficients de diffusion (A), déplacement quadratique
moyen en fonction du temps (B), et temps de résidence synaptique (C, moyenne +/- SEM) de la sous-
unité »2 du RGABAA en conditions contrdles (lignes pointillées), en conditions d’hyperexcitabilité induite
par la 4-AP (100 M) en absence (lignes pleines noires) ou en présence (lignes pleines grises) de
diazépame (1 4M). n QDs, extrasynaptique, Ctrl, 169, 4-AP, 358, 4-AP+diazépame, 216 ; synaptique, Ctrl,
46, 4-AP, 64, 4-AP+diazépame, 47 ; 3 expériences différentes. A, Kolmogorov-Smirnov test ***p<0.001.
C, Mann-Whitney rank sum test ***p<0.001. Noter que le diazépame ralentit la diffusion du RGABAA et
augmente son temps de résidence en condition d’hyperexcitabilité. D, Intensité de fluorescence (moyenne
+/- SEM) des agrégats de la sous-unité »2 du RGABAA aprés immunomarquage de surface sur neurones
vivants a 4°C en conditions controles (blanc), ou aprés 1h d’exposition au 4-AP seul (noir) ou en présence
de diazépame (gris). n cellules, Ctrl, 108 ; 4-AP, 89 ; 4-AP+diazépame, 112 ; 3 expériences. Mann-
Whitney rank sum test **p<0.01 ; ***p<0.001.
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2.5. Régulation dynamique du transporteur au chlore KCC2

L’homéostasie du chlore détermine de fagon critique la polarité et I'efficacité de la transmission
synaptique dépendante des RGly et RGABAA. Alors que les courants portés par les RGABAA
conduisent a des réponses dépolarisantes dans les neurones immatures et contribuent ainsi a la
maturation des réseaux corticaux, ces réponses deviennent rapidement hyperpolarisantes lors
de la maturation neuronale. Cette hyperpolarisation progressive traduit une régulation opposée
de I'expression d’au moins deux transporteurs principaux des ions chlorure, NKCC1 et KCC2.
Alors que NKCC1 entraine une internalisation du chlore et est fortement exprimé au cours de la
vie postnatale précoce, KCC2 participe au contraire a I'extrusion du chlore et s'exprime
seulement aprés plusieurs jours de vie postnatale pour atteindre un niveau stationnaire chez
l'adulte [158,159,160]. Chaque mouvement d’ions au travers de la membrane plasmique
s’accompagne d’un mouvement de molécules d’eau dans la méme direction. Ainsi, l'activité de
NKCC1 est associée a une augmentation du volume cellulaire alors que celle de KCC2 cause
une diminution du volume cellulaire [161] (figure 10).

Dans un réseau mature dans lequel la transmission GABAergique est inhibitrice, plusieurs
formes de traumatismes cérébraux conduisent a une action paradoxalement dépolarisante du
GABA [162,163,164,165,166,167,168]. Cette dépolarisation semble étre a l'origine des activités
pathologiques enregistrées dans le tissu hippocampique prélevé chez des patients atteints
d'épilepsie du lobe temporal [169,170,171]. Dans certains cas, une réduction de I'expression du
transporteur KCC2 a été corrélée a ces modifications [171]. Une action dépolarisante du GABA
a néanmoins été mise en évidence dans des neurones qui expriment KCC2 [171] suggérant que
la fonction du transporteur peut étre altérée indépendamment de son niveau d’expression. Il est
donc crucial d’élucider les mécanismes qui contrélent la stabilité membranaire et I'activité de
KCC2 dans le but de comprendre les conséquences fonctionnelles d’'un traumatisme cérébral ou

d’'une activité épileptique dans le cerveau adulte.

KCC2 n’est pas distribué de maniére homogéne a la surface des neurones mais forme des
agrégats [172,173] (figure 11A1, B1). Une telle agrégation reflete des contraintes moléculaires.

J'ai proposé, au cours de I'encadrement de la thése d’Ingrid Chamma, que l'agrégation de

KCC2 a proximité des synapses dépendrait d’'un mécanisme de « diffusion-capture » similaire a

celui décrit pour les récepteurs aux neurotransmetteurs et que la régulation du confinement et

de l'agrégation de KCC2 participerait a réguler 'hnoméostasie du chlore neuronal.
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Figure 10. Propriétés de transport d’ions et d’eau des co-transporteurs NKCC1 et KCC2. Les
transporteurs secondaires NKCC1 et KCC2 utilisent I’énergie du gradient électrochimique des ions Na+
and K+ générés par la pompe Na-K ATPase pour déclencher respectivement un influx net de 1 K+, 1
Na+, 2 Cl- et un efflux net de 1 K+, 1 CI- ions. L’activité de chaque transporteur est associée a un influx
(NKCC1) ou & un efflux (KCC2) d’eau. NKCC1 et KCC2 sont réciproquement régulés au cours du
développement. NKCC1 prédomine au stade précoce du développement alors que KCC2 est le principal
transporteur responsable de l'extrusion du Cl- dans les neurones matures. Ce profile d’expression a un
impact a la fois sur la régulation du volume de la cellule et sur I'efficacité et la polarité de la transmission
synaptiqgue médiée par le RGly et le RGABAA. D’apres [174].

2.5.1 KCC2 est agrégé pres des synapses excitatrices et inhibitrices

Dans un premier temps, nous avons étudié I'agrégation de KCC2 en relation avec les synapses
inhibitrices et excitatrices dans les neurones d’hippocampe en culture. Nous avons observé, en
microscopie confocale, que les agrégats de KCC2 décoraient le corps cellulaire, les bras
dendritiques, le cou et la téte des épines dendritiques. Les agrégats de KCC2 étaient retrouvés
autour des différentiations postsynaptiques inhibitrices formées sur les bras dendritiques (figure
11A1-3, C). lls étaient également détectés a la périphérie des synapses excitatrices formées sur
les épines dendritiques mais ne colocalisaient pas avec la densité postsynaptique (figure 11
B1-3, C). Nos résultats ainsi que l'analyse en microscopie électronique de la distribution

ultrastructurale de KCC2 dans les épines dendritiques (figure 11D) indiquaient une localisation
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périsynaptigue du transporteur [175,176,177,178]. Ces données ont été publiées dans Frontiers

in Cellular Neuroscience en 2011 [174].

Fluo. Int. (arbitrary units)

length (pixels)

Figure 11. Localisation péri-synaptique de KCC2 dans les neurons d’hippocampe maintenus 29
jours en culture. A1-B3, Double-marquage du transporteur endogéne (rouge en C1, C3, D1, D3) et de la
géphyrine (vert en C2, C3) ou de la PSD-95 (vert en D2, D3). Barres de calibration, 5 um. C, Intensités de
fluorescence en unités arbitraires par pixel le long des lignes tracées en C3 et D3, montrant la
juxtaposition mais pas la colocalisation de KCC2 (rouge) avec la géphyrine (vert, en haut) ou la PSD-95
(vert, en bas). D, Immunodétection de KCC2 avec des particules d’or intensifiées a I'argent montrant le
transporteur a la périphérie de la densité postsynaptique (fleche) dans une épine dendritique d’un
neurone d’hippocampe. Barre de calibration, 0,6 um. D’apres [175].

2.5.2 Dynamique membranaire de KCC2

Puisque la diffusion latérale régule I'agrégation des protéines membranaires, nous avons étudié
les propriétés diffusives de KCC2. La technique de SPT requiert I'utilisation d’'un anticorps dirigé
contre un épitope extracellulaire de la protéine d’intérét couplé a une sonde fluorescente (figure
3A). En I'absence d'un anticorps spécifique reconnaissant un épitope extracellulaire de KCC2,
nous avons construit une protéine recombinante étiquetée avec 3 Flags dans la seconde boucle
extracellulaire du transporteur entre les domaines trans-membranaires 3 et 4 (figure 12A). La
protéine recombinante a été obtenue a partir de la construction KCC2-IRES-GFP. L'immuno-
marquage de la protéine recombinante KCC2-Flag-IRES-GFP dans les neurones perméabilisés
a révélé un marquage spécifique de I'étiquette Flag dans les épines dendritiques et le bras
dendritique. De plus, la distribution subcellulaire de I'étiquette Flag n’était pas distinguable de
celle de la construction native KCC2-IRES-GFP. Un marquage de surface sur cellule vivante a
4°C indiquait une localisation membranaire des agrégats du transporteur dans les épines

dendritiques (figure 12B). Nous avons conclu que I'addition de I'étiquette Flag n’interférait pas
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avec le trafic cellulaire et 'agrégation membranaire du transporteur. A l'aide de I'imagerie du

chlore avec une sonde ratiométrique CFP-YFP [179] (figure 12C), nous avons déterminé si
'addition de I'étiquette Flag interférait sur I'activité du transporteur recombinant. Des cellules
Hek qui n’expriment pas KCC2 étaient transfectées avec le transporteur neuronal natif ou
étiqueté Flag en présence de la sonde au chlore (figure 12D-E). L’imagerie du chlore a révélé
une capacité identique d’extrusion du chlore des deux protéines recombinantes (figure 12E).

Ces résultats indiquaient que le transporteur recombinant KCC2-Flag est fonctionnel. Ceci est

en accord avec le fait que la propriété d’extrusion du chlore dépend de l'intégrité du domaine

cytoplasmigue amino-terminal [180] qui n’est pas modifié dans notre construction.
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Figure 12. Le transporteur KCC2-Flag est ciblé a la membrane plasmique et conserve sa capacité
d’extrusion des ions CI-. A, schéma montrant le site d’insertion des 3 étiquettes Flag dans la seconde
boucle extracellulaire entre les domaines transmembranaires 3 et 4. B, immunodétection de I'étiquette
Flag a la surface de neurones d’hippocampe qui révéle la présence d’agrégats de KCC2-Flag sur le corps
du dendrite et dans les épines dendritiques (pointes de fleches). Le marquage intracellulaire n’est pas
détecté dans cette condition expérimentale. C-E, Le transporteur KCC2-Flag est fonctionnel. C, L’activité
du transporteur KCC2 était mesurée en imagerie ratiométrique a l'aide d’une sonde au chlore CFP-YFP.
D, Des cellules HEK étaient transfectées avec la sonde au chlore CFP-YFP seule (Cl sens) ou en
combinaison avec le transporteur KCC2 recombinant non modifié (KCC2-wt) ou étiqueté Flag (KCC2-
Flag). La fluorescence de la CFP était collectée a 440 nm (CFP) puis celle de I'YFP était récupérée a 480
nm (YFP). Les rapports des valeurs d’intensité de fluorescence CFP/YFP étaient normalisés par rapport
au contrble (E). La fluorescence de I'YFP est éteinte par une élévation intracellulaire en ions Cl- alors que
celle de la CFP n’est pas modifiée par un tel traitement. Une augmentation du rapport de fluorescence
CFP/YFP est donc inversement corrélée a une diminution de la concentration cytoplasmique en Cl-. n
cellules, CI sens, 51, KCC2-wt, 53, KCC2-Flag, 53, 4 expériences. Mann-Whitney rank sum test
***n<0.001.

Les propriétés diffusives de KCC2-Flag ont ensuite été étudiées dans les neurones
d’hippocampe en SPT en utilisant un anticorps primaire anti-Flag, un anticorps secondaire
biotinylé (fragment Fab) et les QDs commerciaux couplés a la streptavidine. Les synapses

excitatrices et inhibitrices étaient identifiées par I'expression de homerlc-GFP et de géphyrine-

mRFP. Du fait de 'accumulation préférentielle de KCC2 a la périphérie des synapses (figure 11
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et [175,176,177,178]), les trajectoires qui se superposaient aux agrégats synaptiques dilatés de
2 pixels (440 nm) étaient considérées comme péri-synaptiques. Nous avons observé que le
transporteur alterne entre des mouvements rapides Browniens et des phases de ralentissement
et de confinement. Comparé a sa diffusion dans la membrane extrasynaptique, KCC2 était
ralenti et confiné a proximité des synapses excitatrices et inhibitrices (figure 13A-C). Le

comportement diffusif du transporteur est comparable a celui des récepteurs [68] et suggere la

présence de contraintes a la diffusion dans la zone périsynaptique. Par ailleurs, le transporteur

by

résidait 1.5 fois plus longtemps a proximité des synapses excitatrices que des synapses
inhibitrices (figure 13D), ce qui suggere un ancrage plus important de KCC2 pres des synapses

excitatrices. Ceci indique également une relation particuliere de KCC2 avec les synapses

glutamatergiques et pose la question de son réle aux synapses excitatrices (voir ci-dessous).
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Figure 13. Dynamique membranaire du transporteur KCC2-Flag étudiée en SPT. A, exemples de
trajectoires de KCC2-Flag reconnectées a partir d’enregistrements de 35s (At=0.03s). Les trajectoires des
QDs étaient superposées aux images fluorescentes de homerlc-GFP (vert) et de gephyrin-mRFP (rouge)
afin d’identifier les synapses excitatrices et inhibitrices. Noter que la trajectoire extrasynaptique explore
une surface plus importante de la membrane plasmique. B-D, Distribution cumulée des coefficients de
diffusion (B) et MSD en fonction du temps (C) des QDs extrasynaptiques (noir), a proximité des synapses
excitatrices (vert) ou inhibitrices (rouge). Le transporteur KCC2-Flag est plus lent et plus confiné prés des
synapses. n QDs, extrasynaptique, 157 ; prés des synapses excitatrices, 193, ou inhibitrices, 157 ; 4
expériences différentes. Kolmogorov-Smirnov test ***p<0.001. D, distribution cumulée du temps de
résidence des QDs a proximité des synapses excitatrices (vert) ou inhibitrices (rouge). Insert, Temps de
résidence (moyenne +/- SEM) prés des synapses excitatrices (vert) ou inhibitrices (rouge). n QDs, prés
des synapses excitatrices, 251, ou inhibitrices, 206 ; 4 expériences différentes. Mann-Whitney rank sum
test ***p<0.001.

Il s’agissait ensuite de déterminer la nature des contraintes a la diffusion de KCC2 a proximité
des synapses et leur implication dans l'agrégation du transporteur. Celles-ci impliqueraient
'ancrage a un échafaudage moléculaire spécifique relié au cytosquelette sous-membranaire,
des barriéres de diffusion de type « corrals » ou « piquets », et/ou les radeaux lipidiques. Les
radeaux lipidiques régulent au moins en partie I'agrégation de KCC2 [172]. D’autre part, des
expériences d’immunoprécipitation ont révélées que KCC2 interagit directement via son
domaine C-terminal intracellulaire (KCC2 CTD) avec 4.1N, un variant neuronal de la famille des
protéines 4.1 [181]. 4.1N, comme les autres membres de la famille 4.1, possede un domaine 4.1

Ezrin Radixin Moesin (FERM) d’interaction a la spectrine qui lie I'actine [182]. KCC2 interagirait
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donc avec le cytosquelette d’actine sous-membranaire via 4.1N. Ceci posait la question du role
de linteraction KCC2-4.1N-actine dans le confinement et l'agrégation de KCC2 prés des
synapses.

Dans un premier temps, nous avons montré que l'actine polymérisée contraint la diffusion de
KCC2 a la périphérie des synapses. Une dépolymérisation rapide (10 minutes) de I'actine
filamenteuse avec la latrunculine A (5 pM) augmentait significativement la diffusion du
transporteur (figure 14A). Puis, nous avons surexprimé le domaine CTD de KCC2 afin de
bloquer linteraction de KCC2 avec 4.1N (et possiblement avec d’autres partenaires protéiques
non encore identifiés) [181] et d’en étudier limpact sur la dynamique membranaire et
'agrégation du transporteur recombinant KCC2-Flag. La surexpression du CTD causait une
augmentation de la diffusion (figure 14C) et une dispersion des agrégats de KCC2-Flag (figure
14E). La délétion de 4.1N par une approche shRNA mimait les effets du CTD et de la
latrunculine sur l'accélération de KCC2-Flag (non montré). Nous avons alors proposé que le

CTD de KCC2, probablement en se liant au cytosquelette d’actine via 4.1N, est requis pour le

confinement et 'agrégation du transporteur. Cependant, 'agrégation et le confinement de KCC2

ne sont probablement pas impligués dans la régulation de I'activité du transporteur. En effet, la

perte des agrégats de KCC2 a la suite d’'une surexpresion du CTD n’altérait pas I'activité du
transporteur (figure 14F-H).

Aprés la dépolymérisation de l'actine (figure 14B), la surexpression du CTD de KCC2 (figure
14D) ou la délétion de 4.1N (non montré), le temps de résidence de KCC2-Flag était diminué
dans la région périsynaptique entourant les synapses excitatrices mais pas les synapses
inhibitrices. Cette différence s’expliquerait par un enrichissement de l'actine filamenteuse dans

les épines dendritiques. Ceci suggére également que I'agrégation de KCC2 prés des synapses

inhibitrices ferait intervenir un mécanisme indépendant de I'actine et de 4.1N, qui impliguerait

par exemple les microtubules ou les radeaux lipidiques.
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Figure 14. L’agrégation de KCC2 requiert la liaison de son domaine CTD a [l’actine. A-D, La
dépolymeérisation de l'actine avec la latrunculine A (A-B) ou la surexpression du domaine CTD de KCC2
(C-D) augmentent la diffusion de KCC2-Flag (A, C) et diminuent le temps de résidence de KCC2-Flag (B,
D) prés des synapses excitatrices (SE, vert) sans changer le temps de résidence prés des synapses
inhibitrices (SI, rouge). A, C, Distributions cumulées des coefficients de diffusion calculées pour les QDs
indépendamment de leur localisation synaptique ou extrasynaptique. n QDs, A, Contrble, 174 ;
Latrunculine, 215 ; C, Controle, 313 ; CTD, 370 ; 3 expériences indépendantes. Kolmogorov-Smirnov test
***n<0.001. B, D, Temps de résidence moyen (+/- SEM) prés des SE (vert) et des Sl (rouge). n QDs, B,
Contréle, SE, 67, Sl, 64 ; n QDs, Latrunculine, SE, 99, SI, 94 ; D, Controle, SE, 262, Sl, 159 ; n QDs,
CTD, SE, 407, Sl, 278. Mann-Whitney rank sum test **p<0.01, ***p<0.001. E, Diminution de la surface
moyenne des agrégats de KCC2 apres immunodétection de I'étiquette Flag dans les neurones exprimant
la GFP (gris) ou le CTD (noir). n cellules, GFP, 25 ; CTD, 26 ; 2 expériences. Mann-Whitney rank sum test
**n<0.01. F-H, La surexpression du CTD de KCC2 n’altere pas la capacité d’extrusion des ions CI- du
transporteur. F, Comparaison du gradient de chlore somato-dendritique mesuré en patch-clamp
(configuration cellule entiére). La [Cl-]in somatique était ajustée a 18 mM. Puis, Egaga €tait mesuré apres
photolyse locale de Rubi-GABA sur le corps cellulaire ou sur la partie distale du dendrite (2 100 #m du
soma). La [CI-]in dendritique dépend de la capacité d’extrusion du chlore du dendrite. G, Exemples de
courants obtenus par des sauts de voltage entre -95 et -35 mV et les courbes I/V normalisées
correspondantes. Les courbes I/V mesurées sur les dendrites (ronds blancs) sont décalées vers la
gauche en comparaison avec les courbes I/V enregistrées sur le soma (ronds noirs), indiqguant une
capacité d’extrusion du chlore du dendrite. H, Résumé des résultats montrant un décalage similaire des
courbes I/V normalisées dans les neurones exprimant la GFP ou KCC2-CTD (p=0.6) mais pas dans les
neurones exposés a l'antagoniste sélectif de KCC2 (VU0240551 6 uM vs. DMSO). n cellules, 10 a 12
pour chaque condition. Mann-Whitney rank sum test **p<0.01.
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2.5.3. Régulation de la dynamique membranaire et de I’agrégation de KCC2 par

’excitation

Dans les neurones matures, la régulation de KCC2 par l'activité contribue a la plasticité des
synapses inhibitrices dans des conditions physiologiques et pathologiques. Dans certaines
conditions, une augmentation de I'excitation augmente l'activité de transport du chlore de KCC2
gui renforce la signalisation GABAergique et permet ainsi de contrer I'hyperexcitabilité [183,184].
A Tinverse, une augmentation de I'excitation dans certaines conditions pathologiques diminue
l'activité de KCC2 et promeut ainsi I'épilepsie [166,171,185,186,187,188,189,190]. La régulation
par l'activité de KCC2 participe donc a I'ajustement de la balance entre I'excitation et I'inhibition
des réseaux neuronaux. L’activité régule KCC2 au niveau de I'expression de TARNm ou de la
protéine et au niveau post-traductionnel (phosphorylation, oligomérisation, internalisation). La
régulation par l'activité de la fonction de transport de chlore de KCC2 est rapide (minutes)
[142,184,188,191,192,193,194] et devance les changements transcriptionnels et traductionnels
qui mettent 1-6 heures a se mettre en place [166,186,188,195,196]. Celle-ci implique une
régulation de sa stabilité membranaire. Une élévation de I'activité excitatrice provoque la
déphosphorylation via PP1 de la Ser940 et la phosphorylation par des Tyrosines Kinases des
Tyr903/1087 (des résidus localisés au niveau du CTD de KCC2) [194,197]. Ces modifications

induisent 'endocytose rapide et la dégradation lysosomiale de KCC2.

Nous avons voulu savoir si la dynamique membranaire de KCC2 et son agrégation étaient
régulées par une élévation de l'activité neuronale. Une augmentation pharmacologique de
I'activité neuronale excitatrice par la 4-AP augmentait rapidement (dés les 5 premiéres minutes)
la diffusion de KCC2 (figure 15A). Aprés élévation de l'activité neuronale avec la 4-AP, le
transporteur s’échappait plus rapidement de la zone périsynaptique située autour des synapses
excitatrices alors que le temps de résidence du transporteur était inchangé prés des synapses
inhibitrices (non montré). Nous avons vérifié qu'une élévation de I'activité neuronale avec la 4-
AP n’altérait pas la viscosité de la membrane plasmique. En effet, la diffusion latérale de la
NCAM120, une molécule d’adhésion membranaire sans domaine intracellulaire et ancrée dans
la membrane plasmique par un ancrage glycosylphosphatidylinositol (GPI) [198] n’était pas
modifiée aprés une exposition a la 4-AP (figure 15A). L’augmentation de la diffusion de KCC2
par la 4-AP était associée a une dispersion rapide (10 minutes) des agrégats de KCC2-Flag
(figure 15C), réversible en 30 minutes et a une perte de fonction du transporteur (figure 15D).
Les effets de la 4-AP dépendaient de I'activation du RNMDA mais pas du RAMPA (figure 15B)
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ainsi que d’un influx de calcium (non montré). Nos résultats et les données de la littérature
[194,197] nous ont amené a proposer gu’une élévation du calcium intracellulaire a la suite de
lactivation des RNMDA conduit a la déphosphorylation via PP1 de la Ser940 et/ou a la
phosphorylation des résidus Tyr903/1087 de KCC2, qui libérerait KCC2 de son ancrage a

'actine et le rendrait disponible pour I’endocytose et la dégradation lysosomiale. Ce travail fait

I’'objet d’un article qui sera prochainement soumis a EMBO Journal.
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Figure 15. Une augmentation de [I’excitabilit¢é neuronale augmente la diffusion, diminue
I'agrégation et la fonction de KCC2. A, Distributions cumulées des coefficients de diffusion de KCC2-
Flag (a gauche) ou de la NCAM120 (a droite) en conditions contrdles (lignes grises) ou en conditions
d’hyperexcitabilité induite par la 4-AP (100 M, lignes pleines noires). n QDs KCC2, Ctrl, 290, 4-AP, 306 ;
3 expériences différentes. Kolmogorov-Smirnov test ***p<0.001. n QDs NCAM120, Ctrl, 241, 4-AP, 228 ;
2 expériences différentes. Kolmogorov-Smirnov test p=0.5. La 4-AP augmente la diffusion de KCC2 mais
pas de NCAM120. B, L’effet de I'hyperexcitabilité sur la diffusion de KCC2 dépend de l'activité du RNMDA
mais pas du RAMPA. Les neurones étaient exposés au 4-AP (noir), ou a I'antagoniste sélectif du RNMDA
(APV) ou du RAMPA (NBQX) seuls (blanc) ou en présence de 4-AP (gris). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de changement des coefficients de diffusion par rapport a la condition contréle. L’APV mais
pas le NBQX réverse l'effet de la 4-AP sur la diffusion de KCC2-Flag. Noter que I'APV diminue également
la diffusion de KCC2 en conditions basales. RAMPA, n QDs, Ctrl, 366, 4-AP, 360 ; NBQX, 220, 4-
AP+NBQX, 335 ; 4 expériences différentes. Mann-Whitney rank sum test ***p<0.001. RNMDA, n QDs,
Ctrl, 391, 4-AP, 335 ; APV, 322, 4-AP+APV, 344 ; 3 expériences différentes. Mann-Whitney rank sum test
***n<0.001. C, En haut, immunodétection de l'étiquette Flag a la surface des neurones maintenus en
conditions controles ou aprés 10 min d’exposition a la 4-AP. Bas, réduction de la surface (a gauche) et de
l'intensité de fluorescence (a droite) des agrégats de KCC2-Flag aprés 10 min d’exposition au 4-AP (noir)
comparé aux neurones maintenus en condition contrdle (gris). Les effets de la 4-AP sur la dispersion des
agrégats de KCC2 étaient réversibles en 30 min. n cellules, Ctrl, 45, 4-AP 10min, 49 ; Lavage 4-AP 10
min, 46 , Lavage 4-AP 30 min, 42 ; 3 expériences différentes. Mann-Whitney rank sum test *p<0.05. D, A
gauche, l'augmentation d’activité neuronale par la 4-AP diminue la capacité d’extrusion des ions Cl- du
transporteur. Mesure du gradient de chlore somato-dendritique. Exemples de courants obtenus par des
sauts de voltage entre -95 et -35 mV et les courbes I/V normalisées correspondantes dans les neurones
exposés ou non au 4-AP. En condition contrdle, les courbes I/V mesurées sur les dendrites (ronds blancs)
sont décalées vers la gauche en comparaison avec les courbes I/V enregistrées sur le soma (ronds noirs).
Noter que I'exposition au 4-AP supprime le décalage des courbes I/V normalisées indiquant une réduction
significative de |'extrusion des ions CI-. A droite, résumé des résultats montrant une réduction du gradient
de chlore somato-dendritique aprés exposition des neurones a la 4-AP ou au VU0240551 (6 uM)
(p<0.005). n=10 a 12 cells pour chaque condition.

Conclusions et perspectives

Ce travail correspond a la premiére caractérisation de la dynamique membranaire d’un

transporteur ionique.

Nos résultats suggérent que :

e |'agrégation du transporteur répond & un mécanisme de diffusion-capture,

e |a capture du transporteur KCC2 par le cytosquelette d’actine via son domaine CTD et son

interaction avec 4.1N rend compte de son accumulation prés des synapses excitatrices,

e des mécanismes distincts sont probablement responsables de I'agrégation de KCC2 a la

périphérie des synapses excitatrices et des synapses inhibitrices. Il faudrait tester le rble

des microtubules et des radeaux lipidiques dans I'accumulation de KCC2 prés des

synapses inhibitrices.
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e ['hyperexcitabilité, en réqulant rapidement la diffusion, l'agrégation, et I'endocytose de

KCC2, diminue l'efficacité de la signalisation GABAergigue. En condition d’hyperactivité,

I'activation du RNMDA augmente la diffusion, réduit le confinement et 'agrégation de KCC2.
Le transporteur serait alors libre d’étre internalisé, ce qui engendrerait une diminution des
capacités d’extrusion du chlore des neurones et une réponse dépolarisante des RGABAA. ||
faut noter que I'hyperactivité altére a la fois la stabilité membranaire de KCC2 et le maintien
du RGABAA et de la géphyrine aux synapses (voir paragraphe 2.4.2.2). Ces effets

pourraient s’additioner pour affaiblir la transmission inhibitrice GABAergique (figure 16).

e lagrégation ne constitue pas le mécanisme clef de la réqulation de la fonction du

transporteur. L’homéostasie du chlore serait contrélée par la disponibilité membranaire

(endocytose) du transporteur.

e KCC2 a un role spécifigue aux synapses excitatrices (voir ci-dessous).
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Figure 16. En condition d’hyperactivité, l'activation du RNMDA augmente la diffusion, réduit le
confinement et l'agrégation de KCC2. Le transporteur serait alors libre d’étre internalisé, ce qui
engendrerait une diminution des capacités d’extrusion du chlore des neurones et une réponse
dépolarisante des RGABAA. Il faut noter que I'hyperactivité altére a la fois la stabilité membranaire de
KCC2 et le maintien du RGABAA et de la géphyrine aux synapses. Ces effets doivent s’additioner pour
affaiblir la transmission inhibitrice GABAergique.
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2.5.4. ROle de KCC2 dans les épines dendritiques

L’enrichissement et le confinement de KCC2 dans les épines dendritiques posent la question de
sa fonction dans la morphogenése des épines dendritiques et dans la formation des synapses
excitatrices glutamatergiques. L'invalidation du géne de KCC2 compromet la maturation des
épines et la formation des synapses excitatrices [181]. Cet effet est indépendant de I'activité de
KCC2 et implique l'interaction de KCC2 avec le domaine FERM de 4.1N [181]. Nous avons
observé que I'expression membranaire de KCC2 atteint un niveau maximal aprés I'étape de
formation des épines. Nous avons donc étudié le rdle de KCC2 dans le maintien des épines et
dans sa fonction aux synapses excitatrices dans des neurones matures. En utilisant une
approche shRNA, nous avons montré que bien que KCC2 est nécessaire pour la maturation des
épines dans les neurones en développement, le transporteur n’est pas requis pour le maintien
des épines dans les neurones matures. En revanche, la suppression de KCC2 dans les
neurones matures augmentait significativement le volume des épines. Pour le maintien de
’homéostasie des ions et de l'eau, l'activité du transporteur KCC2 cause I'extrusion de 500
molécules d’eau par ion K+ et Cl- transportés (références dans [161], figure 10). L'utilisation
d’un inhibiteur sélectif du transporteur, le YU0240551 [199], mimait les effets du shRNA de
KCC2 sur le volume des épines. En revanche, un empéchement de l'interaction KCC2-4.1 N-
actine en surexprimant le domaine CTD de KCC2 n’augmentait pas le volume des épines

dendritiques. Ceci signifie donc que les mouvements de molécules d’eau associés aux

mouvements d’ions au travers de KCC2 influent sur le volume des épines.

Une augmentation du diamétre des épines dendritiques s’accompagne généralement d’une
augmentation de l'efficacité des synapses glutamatergiques. De maniére surprenante, nous
avons observé l'effet opposé. La suppression de KCC2 causait une réduction significative de
lamplitude des courants miniatures excitateurs médiés par les RAMPA et une perte de
'agrégation de la sous-unité GIuA1l du RAMPA des épines. Outre leurs propriétés de transport
d’ions, des pompes, des échangeurs et des transporteurs ioniques participent a 'ancrage du
cytosquelette d’actine a la membrane plasmique (références dans [200]). lls ancrent les
filaments d’actine a la membrane plasmique via des interactions avec des protéines de liaison
de la famille de I'ankyrine et 4.1. Par exemple, I'échangeur d’anion 1 AE1 régule la forme de
I'érythrocyte en liant I'actine a la membrane plasmique via I'ankyrine et 4.1R [201]. Nous nous
sommes donc posé la question d’'un réle de KCC2 via son CTD dans l'organisation du
cytosquelette d’actine et par conséquent dans la régulation de l'efficacité de la transmission
synaptique glutamatergique. Nos résultats ont montré que la surexpression du CTD mais pas le
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blocage de l'activité du transporteur avec le VU0240551 mimait les effets de la suppression de
I'expression de KCC2 sur les courants glutamatergiques et 'agrégation synaptique de GIuAl. La
régulation de la densité de GIuAl dans les épines fait donc appel aux propriétés de liaison du
CTD de KCC2 au cytosquelette.

La diffusion latérale est un parameétre clef de la régulation du nombre de RAMPA dans les
épines [202]. Nous avons testé I'hypothése que I'enrichissement de KCC2 dans les épines
dendritiques contribue a limiter la diffusion du RAMPA. La suppression de KCC2 induisait une
augmentation sélective de la diffusion de la fraction mobile apparentée a la fraction
extrasynaptique des GIuAl dans I'épine. Ceci s’accompagnait dans certains cas, d'un
échappement de GIuAl de I'épine alors que cela n’était jamais observé, dans nos conditions
d’enregistrement, dans les neurones exposés au shRNA contrdle. Par ailleurs, la diffusion des
récepteurs lents « synaptiques » n’était pas modifiée a la suite d’'une délétion de KCC2. Ceci

suggérait que KCC2 r’intervient pas directement dans I'ancrage synaptique du RAMPA. Le

nombre de récepteur synaptique dépend d’un équilibre dans les échanges entre les récepteurs
synaptiques et extrasynaptiques. Une diminution de la densité extrasynaptique en récepteurs
perturberait cet équilibre en faveur d’'une sortie plus importante des récepteurs des synapses, ce
qui contribuerait alors a réduire la densité synaptique en récepteurs.

Quid du mécanisme de régulation par KCC2 du contenu en RAMPA dans I'épine ? Nous avons
voulu savoir si KCC2 contraint GIuAl dans I'épine par encombrement stérique. Ce n’est
probablement pas le cas. En effet, la diffusion de la NCAM 120, une protéine membranaire sans
domaine intracellulaire et ancrée dans la membrane par un ancrage GPI [198], n’était pas
modifiée aprés suppression de I'expression de KCC2. La protéine 4.1N lie a la fois KCC2 et
GluAl [203]. Nous avons alors adressé la question d’'un complexe reliant KCC2, GIuAl et 4.1N.
Si tel était le cas, KCC2 contraindrait sélectivement GIuAl et pas d’autres protéines
transmembranaires dans [I'épine. Or, la diffusion de la NCAM 180, une protéine
transmembranaire munie d’un court domaine intracellulaire qui interagit avec le cytosquelette
d’actine via la B1-spectrine [198] était également augmentée aprés délétion de KCC2. KCC2
restreint donc la diffusion de toutes les protéines transmembranaires avec un domaine
intracellulaire capable d’interagir avec le cytosquelette. Ces résultats nous ont permis de

proposer que KCC2, en contribuant a 'ancrage sous-membranaire de I'actine dans les épines,

géne la diffusion des protéines a domaine transmembranaire capable d’interagir avec l'actine.

Nos résultats prédisent également que la suppression de KCC2 dans les neurones matures agit
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de maniére homéostatique pour réduire simultanément l'efficacité des synapses excitatrices et

inhibitrices (figure 17). Ce travail a fait ’objet d’un article dans PNAS [173].

Perspectives

L’impact de la suppression de I'expression de KCC2 sur la signalisation glutamatergique

prédit que I'absence de KCC2 devrait intérférer avec l'induction et/ou la 'expression de la

LTP. Nous testerons les effets de la suppression de KCC2 sur I'agrégation du RNMDA et la
translocation de la CAMKII dans les épines dendritiques.

Une augmentation de [lactivité induit I'exocytose des RAMPAs contenant GIuAl.

L’interaction de GIluA1 avec 4.1N est requise dans cette régulation [203]. La redistribution

de l'actine et de 4.1N en absence de KCC2 préviendrait 'expression de la LTP en entravant

'exocytose de GIuA1. Nous évaluerons i) en microscopie STED (stimulated-emission-

depletion) la réorganisation de 'actine filamenteuse et de 4.1N dans les épines dendritiques
aprés suppression de I'expression de KCC2, et ii) nous suivrons I'exocytose de la sous-
uinté GIuAl recombinante couplée a la pHIluorine au cours de la LTP aprés déletion de
KCC2 par shRNA ou de l'interaction KCC2-4.1N avec le CTD de KCC2.
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Figure 17. La déletion de KCC2 conduit a une augmentation du volume de la téte de I'épine et a une
diminution de l'ancrage sous-membranaire de l'actine. La désorganisation de I'actine sous-membranire
engendrerait une fuite des RAMPA mobiles des épines, et perturberait I'équilibre entre les récepteurs
extrasynaptiques et synaptiques en faveur d’'une déplétion progressive des RAMPAs des synapses. La
perte de I'expression de KCC2 menerait alors a une régulation homéostatique des signalisations
GABAergiques et glutamatergiques.
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3. Développements futurs

3.1. Régulation locale de KCC2 par I'activité neuronale excitatrice

Nous avons observé qu'une élévation transitoire de I'excitation par la 4-AP augmente
rapidement la diffusion membranaire de KCC2, réduisant ainsi son agrégation. Or, ces
conditions d’activation sont loin d’étre physiologiques car elles ont recours a une stimulation
forte et globale du réseau neuronal. Nous testerons au contraire I'hypothése d’une modulation
locale de la mobilité du transporteur par I'activité neuronale intrinséque ou postsynaptique et
nous en mesurerons I'impact sur 'agrégation de KCC2, sa fonction d’extrusion des ions chlorure
et sur son rdle dancrage du cytosquelette d’actine. L'effet de [lactivité intrinséque
(dépolarisation) sera évalué en photo-activant localement la channelrhodopsin 2 sur une région
dendritique (approx. 10 pm) d’'un neurone exprimant la protéine KCC2-Flag recombinante.
L'effet de [lactivité synaptique sera quant a Ilui analysé en induisant des réponses
postsynaptiques (uniques ou répétées) au niveau de synapses individuelles par photolyse locale
(5 um) de glutamate cagé (MNI-glutamate). Dans ces expériences, les propriétés diffusives du
transporteur seront quantifiées en SPT avant et a différents temps aprés photo-stimulation. Les
effets d'une dépolarisation locale ou d’'une élévation locale de l'activité synaptique seront
évalués sur I'agrégation de KCC2, sa fonction d’extrusion des ions chlorure et sur son role
d’ancrage du cytosquelette d’actine. L’agrégation de KCC2 sera étudiée en vidéomicroscopie
avec un KCC2 recombinant couplé a la pHuorine. Les changements locaux en [Cl]in seront
mesurés en imagerie du chlore avec la sonde ratiométrigue CFP-YFP. Bien que les vitesses de
diffusion intracellulaire du chlore ne sont pas connues, il est probable que les effets d’'une
augmentation locale en [Cl-]in a la suite d’'une perte de I'agrégation de KCC2 disparaissent
rapidement. Nos expériences permettront d’élucider ce point. Les réarrangements du
cytosquelette d’actine seront étudiés en suivant en videomicroscopie la réorganisation de
l'actine filamenteuse dans des neurones exprimant le plasmide pLifeAct-YFP. Puis, nous
déterminerons les mécanismes moléculaires qui sous-tendent ces effets. La déphosphorylation
de Ser940 et la phosphorylation de Tyr903/1087 de KCC2 par I'activité réduisent la stabilité
membranaire de KCC2 en induisant son internalisation et sa dégradation dans les lysosomes
[194,197]. Nous évaluerons I'implication de ces sites de phosphorylation sur la régulation de la
dynamigue membranaire de KCC2 en exprimant des protéines recombinantes mutées pour les

sites consensus de phosphorylation.
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3.2. Régulation de KCC2 par la signalisation inhibitrice

Puis, nous déterminerons le role de la transmission inhibitrice GABAergique dans la régulation
de la dynamigue membranaire (SPT) et de I'agrégation (vidéomicroscopie de KCC2-pHluorine)
de KCC2. Pour cela, des neurones d’hippocampe seront transitoirement exposés dans le bain a
'agoniste du RGABAA, le muscimol et/ou a I'agoniste des RGABAB, le baclofen, en présence
de tétrodotoxine pour bloquer la libération synaptique en neurotransmetteur dépendante du
potentiel d’action et éviter ainsi un effet indirect sur I'excitation. Les effets de ces traitements
seront analysés sur la diffusion (SPT), I'agrégation (vidéomicroscopie de KCC2-pHluorine), la
stabilité membranaire de KCC2 (biotinylation de surface, SDS-PAGE et Western blot), ainsi que
sur sa fonction de transport de chlore (imagerie du chlore ou gradient de chlore somato-
dendritique mesuré en patch-clamp) et dorganisation du cytosquelette d’actine
(vidéomicroscopie de LifeAct-YFP). Au cas ou KCC2 serait modulé par ces traitements, nous

étudierons I'impact d’'une régulation locale par photolyse de Rubi-GABA.

3.3. Identification de nouveaux partenaires de KCC2

Nous chercherons les partenaires potentiels de KCC2. Pour cela, nous purifierons par
immunoprécipitation les protéines associées au transporteur et les identifieront par
spectrométrie de masse et protéomique. Puis, nous déterminerons le role des partenaires
nouvellement identifiés dans la diffusion (SPT), l'agrégation (vidéomicroscopie de KCC2-
pHluorine), la stabilité membranaire de KCC2 (biotinylation de surface, SDS-PAGE et Western
blot), sa fonction de transport de chlore (imagerie du chlore ou gradient de chlore somato-
dendritique) et d’organisation du cytosquelette d’actine (vidéomicroscopie de LifeAct-YFP) en
supprimant leur expression par une approche shRNA dans les neurones d’hippocampe en

culture.

3.4. Modulation par I’adénosine de la transmission GABAergique

L’adénosine module la transmission synaptique dans des conditions physiologiques et
pathologiques. Bien que l'activation des récepteurs adrénergiques A1 a un effet anticonvulsif
[204], I'activation des récepteurs A2A promeut I'épilepsie dans des modeles animaux [205,206].
Les antagonistes des RA2A représentent donc des outils thérapeutiques prometteurs pour le
traitement de I'épilepsie. Nous souhaitons élucider les mécanismes impliqués dans la régulation

de la transmission GABAergique par les RA2A.
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Des résultats préliminaires obtenus en collaboration avec I'équipe de C. Bernard a Marseille
indiquent qu’un blocage chronique des RA2A par la caféine (antagoniste non sélectif des RA2A
et RA1) ainsi qu'un antagoniste sélectif des RA2A (SCH58261) affaiblit la transmission
synaptique GABAergique dans les neurones de I'hippocampe. Une diminution de l'efficacité des
synapses inhibitrices refleterait une disparition des récepteurs postsynaptiques déterminée par i)
des altérations de leur diffusion et/ou de leur stabilité membranaire, ii) une diminution de la
disponibilité de [I'échafaudage moléculaire postsynaptique. Nous déterminerons si ces
mécanismes sont impliqués dans la régulation par les RA2A de [l'efficacité des synapses
GABAergiques. A cette fin, nous testerons si l'activation ou le blocage des RA2A par des
agonistes et antagonistes sélectifs, le CGS21680 et le SCH58261, altérent la diffusion latérale,
'agrégation et linternalisation du RGABAA et la densité de géphyrine. La dynamique
membranaire de KCC2 sera analysée en SPT, I'agrégation du RGABAA et de la géphyrine
seront étudiés en vidéomicroscopie de la sous-unité y2 couplée a la pHIluorine et de la géphyrine
couplée a DsRed. Le devenir des RGABAA en surface sera déterminé en utilisant des méthodes
de biotinylation de surface couplées au SDS-PAGE et WB. Les mécanismes moléculaires sous-
jacents seront ensuite adressés. Nous examinerons spécifiquement i) le role de I’ adenylate
cyclase, de la cascade de signalisation liée a la PKA [207], de I'état de phosphorylation des
Ser408/409 du RGABAA par la PKA, et d’'une interaction directe des RA2A avec RGABAA [208].
Enfin, nous évaluerons l'effet d’'une activation ou d’'un blocage des RA2A sur l'activité des
réseaux neuronaux. Nos résultats suggérent que l'activation des RA2A stabilise les RGABAAs
aux synapses et ainsi potentie la signalisation GABAergique. Nous analyserons les effets d’'une
activation ou d’un blocage des RA2A sur les réseaux a partir d’enregistrements extracellulaires
dans des cultures organotypiques d’hippocampe. Ces expériences nous permettront d’évaluer le

potentiel des ligands des RA2A pour la prévention de I'épilepsie.
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