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par les interneurones CRF/GABA de la
strie terminale [11] (Figure 1) et favo-
risent leur activation. Cette activation
des interneurones CRF/GABA, suite a
celle des récepteurs 5-HT,¢ par un ago-
niste (mCPP, méta-chlorophénylpipéra-
zine) ou par la libération locale de 5-HT
(par optogénétique), conduit a I’inhibi-
tion des neurones de la strie terminale
vers lesquels ils projettent (Figure I).
Il est ainsi possible d’enregistrer des
potentiels inhibiteurs (IPSP) dans ces
neurones GABAergiques projetant vers
la VTA [11]. Or, comme nous I’avons
déja vu, Pactivation de ces neurones est
anxiolytique [10]. Leur inhibition par
les neurones CRF/GABA activés par les
récepteurs 5-HT2c est donc logiquement
anxiogéne [11] (Figure 1).

Les auteurs ont alors testé si les inhi-
biteurs des récepteurs CRF1 bloquaient
les effets anxiogenes des ISRS. L'expé-
rience fut positive [11]. La localisation
des récepteurs CRF1 impliqués dans cet
effet n’est pas encore certaine. Mais ces
récepteurs pourraient étre exprimés par

les neurones GABA projetant vers la VTA
car I’augmentation des IPSP, enregistrée
dans ces neurones suite a la stimulation
par la 5-HT, est bloquée par les antago-
nistes des récepteurs CRF1 [11].

Les antagonistes des récepteurs CRF1
pourraient-ils étre associés aux ISRS
dans les premieres semaines d’un trai-
tement contre les anxiétés généralisées
et les attaques de panique ? Une piste
a suivre. ¢

The anxiogenic effects of SSRI are
mediated by 5-HT2c receptors of the
stria terminalis
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La plasticité neuronale

Lors du développement du systéme ner-
veux, les neurones s’organisent en réseaux
permettant notre fonctionnement moteur,
sensoriel et cognitif. Ces réseaux ne sont
cependant pas figés. La plasticité neu-
ronale permet a notre cerveau, via des
modifications au niveau synaptique et/ou
cellulaire, de s’adapter a I’environnement.
La découverte de la génération de nou-
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veaux neurones chez I'adulte (processus
appelé neurogenése adulte) [1] (=)

a provoqué de nom-

(=) Voir la Nouvelle
de M. Lemasson

et P.M. Lledo, m/s
n° 6-7, juin-juillet
2003, page 664

breux débats. Il est
désormais démontré
que ce processus
participe a la plas-
ticité neuronale. La
neurogenése adulte joue notamment un
role crucial dans la régulation de nom-
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breux processus cognitifs comme la
mémoire ou dans certains désordres psy-
chiatriques tels que la dépression et le
stress post-traumatique [1]. Chez I’étre
humain, la région sous-granulaire (SGZ,
subgranular zone) de I’hippocampe! est

! ’hippocampe est une structure cérébrale impliquée dans
la régulation des processus d’apprentissage et de mémori-
sation, ainsi que dans la représentation de cartes spatiales.
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Figure 1. Réle de CAR dans le SNC mature. CAR (coxsackievirus and adenovirus receptor) est

fortement exprimée dans le systeme nerveux central (SNC) en développement et mature. Uinva-

lidation de son expression, spécifiquement dans les cellules d’origine neurale au cours du déve-

loppement, n’a pas d’effet drastique sur ’organisation architecturale du cerveau. Cependant, au

niveau cellulaire, "absence de CAR au niveau des neurones nouveau-nés issus de la neurogeneése

adulte et des synapses, ou elle est trouvée en condition normale, déclenche des déficits cogni-

tifs. De plus, un environnement pro-inflammatoire tel qu’on peut le trouver dans la maladie

d’Alzheimer méne a une baisse de CAR, ce qui pourrait étre cohérent avec un role de CAR dans

I’lhoméostasie de I’hippocampe, structure clé impliquée dans la régulation de processus cognitifs

tels que I"apprentissage et la mémoire.

un des lieux privilégiés de la neurogenese
adulte ol environ 700 nouveaux neurones
par jour sont générés [2]. Uhippocampe
contient des précurseurs qui peuvent soit
se diviser pour maintenir leur population,
soit, en fonction de signaux spécifiques,
se différencier en neurones. Aprés un stade
de neurone immature, le neurone « nou-
veau-né » sera intégré dans les réseaux
hippocampiques et participera a la régu-
lation de I’activité neuronale de cette
structure.

Un dysfonctionnement des réseaux
neuronaux suite a la dérégulation d’un
mécanisme moléculaire ou a une mort
cellulaire, est a I'origine de nombreuses
maladies neurodégénératives. Parmi
celles-ci, la maladie d’Alzheimer (MA)
est la premiere cause de démence dans
le monde. Cette maladie est caractérisée
par 'apparition de plaques composées
d’oligoméres de peptide AP, générés par
un clivage anormal de la protéine APP
(amyloid precursor protein), et par I’ac-
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cumulation de filaments intracellulaires
constitués de la protéine Tau. Si I’étiolo-
gie de cette pathologie reste peu claire,
les processus inflammatoires semblent
exacerber, voire provoquer, les dérégula-
tions des mécanismes neuronaux touchés
dans cette maladie [3].

CAR et le systeme nerveux central

La protéine CAR (coxsackievirus and
adenovirus receptor) fait partie de la
superfamille des immunoglobulines et,
comme son nom le suggére, a été initia-
lement identifiée comme récepteur viral
[4]. Des études sur son rdle cellulaire
ont ensuite démontré qu’elle possede
une fonction d’adhérence au sein des
jonctions serrées au niveau des épithé-
liums. Les domaines extracellulaires de
CAR y forment des homodimeres en trans
et renforcent 'interaction cellule-cellule
[4]. CAR est de plus fortement exprimée
dans le systéme nerveux central (SNC) au
cours du développement, ce qui a mené

a la proposition d’un role de cette molé-
cule dans I’établissement des réseaux
neuronaux [5].

Nos résultats antérieurs ont montré,
dans les neurones moteurs, que CAR était
impliquée dans le tropisme neuronal et le
transport axonal rétrograde? de vecteurs
dérivés de CAV-2 (canine adenovirus
type 2) [6, 7]. CAR est en effet exprimée
par les neurones moteurs et se localise a
la jonction neuromusculaire. Suite a la
fixation de CAV-2, CAR est internalisée et
transportée dans les axones [6].

Ces observations ont soulevé des ques-
tions quant a la fonction de CAR dans
les neurones matures, c’est-a-dire dans
le cerveau adulte. €n tant que molé-
cule d’adhérence, CAR pourrait régu-
ler des processus neuronaux tels que
la pousse neuritique, la formation des
synapses (synaptogenése) ou la neu-
rogenese adulte, comme d’autres pro-
téines appartenant a la méme famille,
par exemple NCAM (neuronal cell adhe-
sion molecule).

€tude du réle de CAR dans le SNC

Afin de caractériser le role de CAR dans
le cerveau, nous avons utilisé une com-
binaison d’approches moléculaires, bio-
chimiques, cellulaires, électrophysiolo-
giques et comportementales. Nous avons
ainsi montré que CAR se trouve a la
synapse, une sous-structure neuronale
clé permettant la neurotransmission [8].
Nos études histologiques sur cerveau de
souris ont montré une expression impor-
tante de CAR dans I’hippocampe, en par-
ticulier au niveau de la zone sous-granu-
laire. Grace a 'utilisation de marqueurs
spécifiques des différentes étapes de la
neurogenése adulte, nous avons mis en
évidence I'expression préférentielle de
CAR dans les neurones « nouveau-nés »
immatures. Apres avoir isolé biochi-
miquement les synapses de cerveaux
adultes (synaptosomes®), nous avons pu
également démontrer que CAR est une

? Transport de molécules le long de I'axone, de la synapse du
neurone vers son corps cellulaire.

¥ Terminaison synaptique isolée d’un neurone.



protéine synaptique plus particuliére-
ment localisée a la pré-synapse®. Ces
observations ont ensuite été confirmées
sur des neurones hippocampiques murins
mis en culture : dans ces neurones, CAR
est localisée dans des structures conte-
nant des protéines régulant I'activité
synaptique telle que la synaptophysine®.
Ces données sur la localisation de CAR
suggeérent que cette protéine pourrait
influencer la neurogenese adulte et/ou
la plasticité synaptique.

Afin d’avoir une vision plus globale du
role de CAR dans le SNC, nous avons
créé une lignée de souris dans laquelle
le gene codant pour CAR, Cxadr, a été
invalidé spécifiquement dans les cel-
lules d’origine neurale, grace a la tech-
nique de la recombinase Cre® [9]. Les
souris KO (knock-out) pour CAR dans
le SNC (CAR-SNCX0) ne présentent pas
d’anomalies dans I'architecture céré-
brale [8]. Nous avons ensuite évalué
plus précisément la neurogenése adulte
hippocampique grace a I'utilisation d’un
analogue nucléotidique (€dU, 5-éthynyl-
2'-déoxyuridine), qui s’insére spécifi-
quement dans les cellules en division
(comme les cellules souches neurales),
et de marqueurs spécifiques des neu-
rones immatures (exprimant la forme
polysialisée de NCAM, PSA-NCAM) ou
mature (exprimant le facteur de trans-
cription NeuN [neuronal nucleil). Nous
avons ensuite attendu 1, 7 et 28 jours
apres I'injection d’€dU et quantifié le
nombre de nouveaux neurones imma-
tures et matures chez les souris controles
et CAR-SNCXC. Nous avons mis en évi-
dence une augmentation des neurones
immatures et une diminution des neu-
rones matures chez les souris n’expri-

4 Une synapse est composée d’un élément pré-synaptique,
la terminaison synaptique d’un neurone libérant des neuro-
transmetteurs, et d’un élément post-synaptique, les den-
drites d’un second neurone présentant des récepteurs de
neurotransmetteurs. U'espace entre la pré-synapse et la
post-synapse est appelé la fente synaptique.

5 Glycoprotéine présente dans la membrane des vésicules
contenant les neurotransmetteurs.

¢ Le systeme de recombinaison Cre-lox utilise I’enzyme
recombinase Cre, une tyrosine recombinase issue du bacté-
riophage P1, afin de cibler des séquences loxP (également
issues du bactériophage P1), permettant ainsi d’exciser les
séquences nucléotidiques situées entre les séquences lox.
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mant pas CAR dans le SNC, suggérant un
défaut de neurogenese adulte en I'ab-
sence de cette molécule d’adhérence.
Lorsque nous avons mesuré la neuro-
transmission sur des tranches’ d’hippo-
campes, nous avons également observé
un défaut de transmission synaptique
chez les souris CAR-SNCK femelles. €n
utilisant un ensemble de tests compor-
tementaux, nous avons pu démontrer que
ces défauts fonctionnels se traduisaient
par des problemes cognitifs puisque les
souris CAR-SNCKO présentent des pro-
blemes de mémoire spatiale a court et a

8

long terme®, mais également un compor-

tement anxieux (Figure 1).

CAR et maladie d’Alzheimer

Compte-tenu de I'effet potentiel de
I’absence de CAR dans le SNC sur les
processus cognitifs, nous nous sommes
interrogés sur le role de CAR dans des
pathologies neuronales présentant des
déficits cognitifs, et pour lesquelles
la fonction synaptique et la neuroge-
nése adulte sont affectées. Nous nous
sommes donc concentrés sur la MA, dans
laquelle des défauts de ces processus
participeraient a la progression de la
pathologie. Ce choix a été conforté par
le fait que CAR pouvait étre modulée
par des sécrétases, enzymes également
impliquées dans la MA. Nous avons dans
un premier temps évalué le niveau de
CAR dans un modele animal de la MA,
les souris 3xTgAD [10]. Nous avons pu
observer une diminution de I’expression
de CAR a des stades précoces et tardifs
de la maladie [8]. Puis, nous avons
également observé une baisse de CAR
dans des échantillons d’hippocampes de
patients atteints de la MA (& un stade
précoce), démontrant que le niveau de
CAR est dérégulé dans cette pathologie.

T L'électrophysiologie sur tranche consiste en I'enregistre-
ment de I'activité des cellules présentes dans une tranche de
tissu, préparée de facon aigué.

& La mémoire & court terme est un processus qui permet de
retenir et réutiliser trés rapidement de I'information, qui n’est
stockée que quelques secondes. La mémoire a long terme, au
contraire, désigne un processus de mémorisation, de stoc-
kage de I'information, qui pourra étre rappelée a n’importe
quel moment. Nos connaissances, nos souvenirs et nos savoir-
faire font partie de cette mémoire a long terme.

Nous nous sommes alors intéressés au(x)
mécanisme(s) impliqué(s) dans la dimi-
nution de CAR dans le SNC pathologique.
Pour cela, nous avons testé I’hypothése
selon laquelle la neuro-inflammation
pouvait moduler la stabilité de CAR.
Nous avons observé I'effet direct de
cytokines pro-inflammatoires (le facteur
de nécrose tumorale TNF-ou et I’interfé-
ron [IFN]-y) sur le niveau de CAR dans
des neurones hippocampiques murins en
culture. De maniere intéressante, ces
cytokines provoquent une baisse de CAR
(Figure 1). Nous avons ensuite montré
que I'injection de LPS (lipopolysaccha-
ride), une molécule pro-inflammatoire,
menait @ une diminution, potentielle-
ment sélective, du niveau de CAR au
niveau des neurones immatures de "hip-
pocampe murin.

€n conclusion

Notre étude montre que CAR joue un rdle
clé dans I’homéostasie de I’hippocampe
et que, dans un environnement pro-
inflammatoire tel qu’observé dans la
MA, sa stabilité est modulée. Il est donc
possible que cette molécule participe,
en concomitance avec d’autres acteurs
cellulaires et moléculaires, a I’établisse-
ment de dysfonctionnements neuronaux
qui, ultimement, méneront a des troubles
cognitifs (Figure 1). 0

The coxsackievirus and adenovirus
receptor is involved in cognitive
processes
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Analyse des événements

virologiques intrahépatiques
d’une infection chronique par le
virus de ’hépatite B

Maélle Locatellil-3, Barbara Testoni!™®

> Le virus de I’hépatite B (VHB) est un
virus a ADN hépatotropique. Malgré
Iexistence d’un vaccin, plus de 240 mil-
lions de personnes dans le monde sont,
aujourd’hui, chroniquement infectées
par le VHB et présentent un risque accru
de développer un carcinome hépato-
cellulaire lié a cette infection [1]. Les
traitements actuels contre I’hépatite
B chronique (CHB) ne permettent pas
d’éliminer complétement infection du
fait de la persistance de I’ADNccc (ADN
circulaire clos covalent). UADNcce est la
forme moléculaire essentielle de I’ADN
viral. Il forme un mini-chromosome viral
responsable de la persistance de I'infec-
tion au niveau du seul hépatocyte. Uhis-
toire naturelle de la CHB passe par plu-
sieurs phases qui refletent I'interaction
entre le virus et le systéme immunitaire
de I’hdte [2] (Figure 1). De nombreux
facteurs viraux ou de I’hote régulent
I’abondance et la demi-vie de I’ADNccc
dans le foie des patients infectés aux
différents stades de la maladie. L'étude
de ces facteurs est cependant entravée
par un manque de techniques appro-
priées.

Une étude récente de Zhang et al. du
Shanghai Public Health Clinical Center
[3] s’est fixée I'objectif d’étudier de
maniere approfondie, avec une réso-
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lution unicellulaire, la distribution des
antigenes viraux et des acides nucléiques
dans le foie des patients atteints de CHB.
Cette caractérisation a permis d’amélio-
rer notre compréhension de la biologie de
ce virus et de la maladie.

Ce groupe de chercheurs a mis au point
une technique innovante d’hybridation
in situ, spécifique de tous les intermé-
diaires nucléiques (ARN, ADN et ADNccc)
du virus de I’hépatite B. €n effet, lors de
son cycle viral, ’ADN encapsidé (ADNre,
ADN circulaire reldché) va étre complété
pour former ’ADNccc. Cet ADN servira de
matrice aux différents ARN viraux que
sont I’ARN prégénomique (ARNpg) [4] et
les ARN codant les différentes protéines
virales (Figure 2). Les auteurs ont ainsi
pu analyser la distribution de I’ADNccc
ainsi que des différents intermédiaires
nucléiques du VHB, mais aussi des anti-
génes viraux de surface (HBs, hepatitis B
surface antigen) et de core (HBc, hepa-
titis B core antigen) au sein de patients
atteints de CHB a différents stades de la
maladie et ce, avec ou sans traitement.

Technique d’observation des
intermédiaires nucléiques viraux

La technique mise au point [3] consiste
en une méthode d’hybridation in situ
permettant d’observer les différents

intermédiaires nucléiques viraux grdce
a Putilisation de 3 sondes : (a) une pre-
miere sonde permettant "observation de
I’ARNpg ainsi que de I’ADN viral total ;
(b) une deuxieéme permettant I"obser-
vation de I’ADN viral total ; et (¢) une
derniére permettant I"observation de
I’ADNccc, ainsi que de I’ARNpg et des ARN
subgénomiques.

Le virus de I’hépatite B possede 4 ORF
(open reading frame, cadre ouvert de
lecture) chevauchants et de méme
direction [5]. Il est donc impossible
d’observer spécifiquement les différents
intermédiaires sans digestion enzyma-
tique préalable. Afin de permettre I'ob-
servation spécifique de I’ADNccc, les
échantillons ont donc subi deux traite-
ments : un utilisant les ribonucléases A
et H, afin d’éliminer les différents ARN
viraux, ainsi qu’'un traitement avec une
désoxyribonucléase (Plasmid-Safe™),
permettant la dégradation des ADN non
circulaires. Un dernier traitement a la
désoxyribonucléase | (DNAsel), enzyme
dégradant tous les types d’ADN, a été
effectué avant toute observation des
ARN viraux.

Afin de valider cette technique, Zhang
et al. [3] ont utilisé des biopsies réa-
lisées chez des témoins sains et chez
des patients atteints de CHB. Une lignée



	La plasticité neuronale
	CAR et le système nerveux central
	Étude du rôle de CAR dans le SNC
	CAR et maladie d’Alzheimer
	En conclusion
	The coxsackievirus and adenovirus receptor is involved in cognitive processes

	LIENS D’INTÉRÊT
	RÉFÉRENCES
	RÉFÉRENCES

