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RESUME

La reeline, une glycoprotéine sécrétoire du cerveau, joue un role essentiel
dans D’organisation des couches neuronales chez I’embryon ainsi que dans la
plasticité synaptique chez 1’adulte. Un dysfonctionnement de la reeline est associé a
des maladies neurologiques telles que 1’ Alzheimer ou la schizophrénie. Cette protéine
existe sous des formes de 400, 300 et 180 kDa possédant la méme extrémité N. Les
réles précis des fragments 300K et 180K ainsi que I’identité des protéases
responsables de leur génération restent peu connus. Nous utilisons le modéle de
cellules souches embryonnaires P19, capables de se différencier en dérivées du
neuroectoderme, pour étudier la régulation de la reeline dans un contexte
développemental. Les cultures de cellules P19 différenciées contiennent surtout des
neurones aux jours 4 a 7 de la différenciation, auxquels s’ajoutent des astrocytes au-
dela de jour 8. La céruloplasmine (CP), une protéine a cuivre extracellulaire
synthétisée par les astrocytes, induit la génération de la reeline 300K dans des
cultures de neurones P19 de jour 6. A 1’aide des cultures neuroectodermiques P19,
nous avons voulu (1) déterminer s’il existe une relation entre 1’apparition de
fragments de la reeline et celle des astrocytes, (2) identifier la ou les classes de
protéases impliquées dans la fragmentation de la reeline, et (3) évaluer si I’ajout de la
CP au-dela de jour 6 a un impact sur ces cultures. Les résultats d’immunobuvardage
montrent que les cultures produisent d’abord la reeline 400K et 180K, puis la reeline
300K a partir du jour 8, donc bien avant ’apparition d’astrocytes qui sont détectés a
partir du jour 10. Ces cultures ne produisent pas de CP endogene de fagon détectable.
L’ajout d’inhibiteurs de protéases de jour 6 a jour 8 a montré que des inhibiteurs de
métalloprotéases, de protéases a sérine et de protéases & cystéine ont, 3 des degrés
divers, inhibé la génération de la reeline de 180K ou celle de 300K. Aucun de ces
inhibiteurs n’a causé une inhibition compléte suggérant qu’il pourrait y avoir plus
d’une protéase capable de générer ces fragments. Dés le jour 10, les cultures montrent
I’apparition d’ilots cellulaires exhibant des projections neuritiques rayonnantes que
I’on retrouve trés faiblement lorsque les cultures sont traitées avec de la CP exogene.
L’ensemble des résultats suggeére qu’une ou plusieurs cascades protéolytiques,
d’origine neuronale plut6t qu’astrocytaire, pourrait étre impliquée dans la génération
de la reeline 180K et de 300K, et que la CP aurait une influence sur 1’organisation
neuronale.

Mots clés : reeline, céruloplasmine, cellules P19, différenciation neuronale,
protéases, inhibiteurs, immunobuvardage



CHAPITRE I
INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

Un grand nombre de protéines participe au bon développement du systéme
nerveux central (SNC). La reeline posséde un réle majeur dans ce processus.
Lorsqu’elle est absente, les couches de neurones constituant le cortex sont
complétement désorganisées. Le fonctionnement de cette protéine reste encore peu
connu, cependant les recherches ont montré que la forme native de la reeline ainsi que
ses différents fragments ont un réle essentiel durant le développement embryonnaire,
ainsi que chez 1’adulte. Des anomalies dans la production de la reeline ont été reliées
a diverses maladies neurologiques comme 1’autisme, la schizophrénie ou encore la
maladie d’Alzheimer. Il reste & mieux comprendre les acteurs responsables du clivage
de la reeline, donc de la production de ses différents fragments, ainsi que le role de
chacun d’entre eux. Diverses protéases ont été proposées comme étant des acteurs
potentiels dans le clivage de la reeline, principalement des métalloprotéases et des
protéases i sérine. Une autre protéine, sans activité protéolytique, la céruloplasmine
(CP), semble jouer un réle dans I’expression de la reeline. La CP est une protéine a
cuivre trés importante dans le métabolisme du fer. Elle est principalement présente
dans la circulation sanguine, mais est aussi retrouvée dans le cerveau a la surface des
astrocytes. Des travaux antérieurs du laboratoire ont proposé un réle de la CP dans
I’organisation des neurones puisqu’elle induit leur agrégation, et qu’elle stimule la
génération du fragment de 300K de la reeline a un stade précoce du développement
des neurones. Ces travaux ont été réalisés avec des neurones dérivés de cellules P19,

des cellules souches de type embryonnaire qui constituent un excellent modele pour



ce projet puisqu’elles ont la faculté de se différencier en une population de neurones
et d’astrocytes trés semblable & la population retrouvée dans le SNC. De plus, les
neurones P19 générent naturellement de la reeline et expriment des protéases
capables de cliver cette protéine. Ils constituent donc un excellent modele pour

poursuivre les études sur la reeline et les relations avec la CP.

Pour mieux comprendre ces aspects, cette introduction décrira dans un
premier temps les étapes de migration et d’organisation neuronales qui se passent
durant le développement du cerveau. Ensuite, les propriétés et ’importance de la
reeline et de la CP dans le développement seront détaillées, suivi d’une présentation
approfondie du modéele cellulaire P19. Enfin, les différents objectifs et hypothéses de

recherche seront exposés.

1.2 Migration et organisation neuronales dans le cerveau en
développement

C’est au cours de la gastrulation que se forment les trois feuillets de
I’embryon, c’est-a-dire 1’ectoderme, le mésoderme et 1’endoderme. L’ectoderme,
feuillet externe retrouvé au niveau du dos de 1’embryon, le long de la ligne médiane,
forme la plaque neurale. La plaque neurale donne naissance au SNC composé du
cerveau et de la moelle épini¢re. Le systéme nerveux périphérique est quant a lui
généré par la créte neurale et est composé des nerfs créniens, rachidiens, et
autonomes, ainsi que de leurs ganglions respectifs. Ensuite, la plaque neurale se replie
durant I’étape de neurulation pour former le tube neural duquel sont issus 1’encéphale
ainsi que la moelle épiniére (Purves et Coquery, 2008 ; Slack, 2004 ; Wolpert et
Beddington, 2004). Les différentes régions primitives du cerveau, prosencéphale,
mésencéphale et rhombencéphale, sont formées suite a des mouvements

morphogénétiques du tube neural (Purves et Coquery, 2008).



L’acide rétinoique (AR) a un rdle dans la formation de 1’axe neural. En effet,
des changements dans la concentration d’AR ont des répercussions sur le cerveau
postérieur. L’AR formerait un gradient de concentration postéro-antérieur le long du
cerveau postérieur (Slack, 2004). L’AR est un dérivé de la vitamine A appartenant a
la superfamille des hormones stéroidiennes et thyroidiennes (Purves et Coquery,
2008). 11 influence ’expression génique en se liant aux récepteurs nucléaires RAR

(retinoic acid receptors) et RXR (retinoid receptors) (di Masi et al., 2015).

Le tube neural, constitué de cellules précurseurs neurales, produit une grande
diversité de neurones ainsi que de cellules gliales. La zone ventriculaire de
prolifération, située sur la bordure de la lumiére du tube neural, est le lieu de
naissance de ces cellules (Fig. 1.1A et B). Suite a leur production, les neurones ne se
divisent plus et migrent a partir de cette zone le long de la glie radiale, aussi bien dans
I’encéphale que dans la moelle épiniére, pour ainsi atteindre leur positionnement
définitif (Purves et Coquery, 2008 ; Wolpert et Beddington, 2004). Plusieurs
protéines d’adhésion permettent les interactions entre neurones et fibres gliales
radiales (Fig. 1.1 C). C’est le cas de I’ a3p1 intégrine et de la laminine, par exemple.
La fibronectine est, de plus, impliquée dans les intéractions neurone-neurone
permettant ainsi la formation des différentes couches de neurones dans le cortex

(Rubenstein et Rakic, 2013).
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Migration des neurones le long des fibres radiales dans le cortex.
(A) Schéma et micrographie de la migration neuronale durant le
développement dans le prosencéphale. Les neurones, marqués avec un
anticorps dirigé contre la neuréguline, s’organisent en fonction des
fibres radiales. Ces fibres radiales sont orientées du ventricule vers la
surface corticale (pial surface). (B) Un agrandissement d’une partie du
prosencéphale illustré en (A) montre I’attachement des neurones aux
fibres radiales dans la zone intermédiaire, les menant jusqu’a leur
positionnement définitif dans la plaque cortale. (C) Schéma et
micrographie de neurones en migration sur une fibre radiale gliale. De
nombreuses protéines d’adhésion ont été retrouvées au niveau des
neurones (vert) et des fibres gliales (orangé). Figure tirée de Purves et
Coquery (2008)



Chez les mammiféres, le cortex est divis€ en six différentes couches
numérotées de I a VI, la couche I étant la couche la plus externe. Chaque couche est
constituée de neurones aux formes et connexions distinctes. Le moment de formation
des neurones détermine le site de leur positionnement définitif. En effet, les premiéres
cellules formées au niveau de la zone ventriculaire forment la couche la plus interne,
les cellules produites plus tardivement migrent au-dela des premiéres couches de
cellules pour se positionner au-dessus d’elles (Purves et Coquery, 2008 ; Sekine et
al., 2014 ; Wolpert et Beddington, 2004). La formation des couches neuronales en
fonction du temps dans le cortex embryonnaire de souris est représentée dans la
Figure 1.2. Les neurones migrent le long de la glie radiale a travers la zone
intermédiaire et la plaque corticale. Lorsqu’ils atteignent la couche de neurones la
plus externe, ils se détachent de la glie radiale pour gagner leur emplacement définitif

dans la plaque corticale, sous la zone marginale (Sekine ez al., 2014).

Le devenir et la différenciation des neurones sont influencés par la nature de
leur environnement. De nombreux facteurs de croissance permettent la formation de
différents types de neurones. De plus, la migration et le positionnement des neurones
sont guidés par des signaux émis par des cellules avoisinantes. Ces signaux changent
donc au cours de la migration des neurones puisque 1’environnement change lui aussi
(Britto et al., 2014 ; Purves et Coquery, 2008). La neurogénese a lieu au cours du

développement de I’embryon et se poursuit au cours de la vie postnatale (Slack,
2004).
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Développement des couches neuronales dans le cortex. Ce schéma
illustre I’organisation du cortex entre les jours embryonnaires 11 et 16
(E11-16). Les neurones migrent le long de la glie radiale a partir de la
zone ventriculaire (ZV), & travers la zone intermédiaire (ZI) pour
atteindre leur positionnement précis et définitif dans la plaque corticale
(PC) sous la zone marginale (ZM), laquelle contient les cellules de
Cajal-Retzius productrices de reeline (cellules rouges). La migration
des différentes couches de neurones dépend du moment de leur
formation et se fait de ’intérieur vers I’extérieur. Ainsi, la premiére
couche de neurones formée (cellules roses) migrera moins loin que la
deuxiéme (cellules vertes) qui, elles-mémes, migreront moins loin que
la troisiéme couche de neurones (cellules bleues). Figure inspirée de
Tissir et Goffinet (2003)



1.3 La reeline

1.3.1 Structure

La reeline est un grosse glycoprotéine de la matrice extracellulaire (MEC),
d’environ 400 kDa, connue pour avoir un réle majeur dans le processus de migration
neuronale au cours du développement embryonnaire ainsi que dans le maintien de la
plasticité synaptique et dans la mémoire a long terme dans le cerveau adulte. Au
cours du développement, la reeline est sécrétée par les cellules de Cajal-Retzius dans
la zone marginale du cerveau (cellules rouges, Fig. 1.2). Chez 1’adulte, ce sont les
cellules GABAergiques qui secrétent la reeline dans le cortex cérébral (Knuesel, 2010
; Lacor et al., 2000 ; Yu et al., 2015).

La reeline est constituée de 3461 acides aminés et peut étre séparée en trois
grandes parties (Fig. 1.3). La portion centrale de la reeline est composée de huit
domaines de répétition (I a VIITI) comportant chacun de 350 a 390 acides aminés. Au
milieu de chaque domaine, on retrouve un motif présent dans le facteur de croissance
épithélial (motif EGF-like), d’environ 30 acides aminés, entouré de deux sous-
domaines similaires A et B. La partie N-terminale (N-t) est composée d’environ 200 a
300 acides aminés et posséde une séquence qui a 25% d’homologie avec la protéine
F-spondine, une protéine présente dans le tube neural et importante dans la croissance
des neurites. Enfin, la portion C-terminale (C-t) est fortement chargée et assez courte
puisqu’elle contient 33 acides aminés (Fatemi, 2005 ; Knuesel, 2010 ; Koie et al.,
2014 ; Panteri et al., 2006).

Il existe deux sites de clivage sur la reeline in vivo, un site N-t et un site C-t
(Fig. 1.3). Le clivage N-t de la reeline se fait entre les domaines de répétition II et III
et le clivage C-t entre les domaines de répétition VI et VII. Le site précis du clivage
C-t reste encore inconnu, cependant le site de clivage N-t a été récemment identifié et
se situe entre la Proline 1244 et 1’Alanine 1245. Ces clivages de la reeline générent

des fragments d’environ 300 kDa et 180 kDa conservant la partie N-t native ainsi que



trois autres fragments (Koie ez al., 2014). Un épitope sur la portion N-t de la reeline
permet a ’anticorps G10 d’identifier la forme native de 400 kDa, ainsi que les
fragments de 300 kDa et 180 kDa (Jossin et al., 2003). Plusieurs équipes de recherche
ont montré que des protéases a sérine, comme 1’activateur tissulaire du plasminogeéne,
et des métalloprotéases, telle que ADAMTS-4, pourraient étre impliquées dans le
clivage de la reeline (Kohno, S. er al., 2009 ; Krstic ez al., 2012). L’implication de

différentes protéases est abordée a la section 1.4.
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Structure de la reeline native et de ses fragments. La reeline est une
protéine d’approximativement 400K contenant 3461 acides aminés. Sa
structure comporte un domaine F-spondine suivi de huit domaines de
répétition comportant chacun un motif présent dans le facteur de
croissance é€pithélial (EGF). La reeline peut étre clivée au site N-t,
entre les domaines II et III, et au site C-t, entre les domaines VI et VII.
Un épitope (*) sur la partie N-t permet de détecter la reeline avec
I’anticorps G10. La portion centrale de la reeline (encadré en rouge)
est essentielle a la fixation de la protéine aux récepteurs VLDLR et
ApoER2 3 la surface des neurones. Figure inspirée de Knuesel (2010)
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1.3.2 Rdle dans le cerveau en développement et adulte

Les souris possédant un phénotype reeler, c’est-a-dire n’ayant pas de reeline
fonctionnelle causé par une mutation sur le géne de la protéine, ont permis de montrer
I’importance de la reeline dans le développement et 1’organisation du cerveau. En
effet, chez les souris reeler, les différentes couches de neurones composant le cortex
apparaissent complétement désorganisées (Fig. 1.4). Les couches de neurones sont
inversées, 1’alignement des neurones et des fibres nerveuses n’est plus adéquat en
comparaison avec les souris normales (Fatemi, 2005 ; Tissir et Goffinet, 2003). Les
premiéres étapes de la migration neuronale se déroulent de la méme fagon chez les
souris normales et reeler. Cependant, il semble manquer un signal permettant aux
neurones d’identifier leur positionnement définitif et d’arréter leur migration (Tissir
et Goffinet, 2003). Les souris reeler sont viables mais montrent d’importants défauts
au niveau de la motricité, de [’apprentissage et de la plasticité synaptique,
comparativement aux souris normales (Doehner et Knuesel, 2010 ; Frotscher, 1998 ;

Krueger er al., 2006 ; Rogers et al., 2013).



Figure 1.4

11

Comparaison de ’organisation des couches de neurones dans le
cortex entre phénotypes normal et reeler. (A) Dans le cas du
phénotype normal, les couches de neurones sont bien organisées dans
la plaque corticale (PC). (B) Dans le phénotype reeler, contenant une
mutation sur le géne codant pour la reeline, les couches de neurones
sont désordonnées et désalignées. Les premiéres étapes de la migration
des neurones le long de la glie radiale s’effectuent de la méme fagon
que pour le phénotype normal. Cependant les couches de neurones
sont inversées et perdent leur alignement dans la PC. ZM: zone
marginales ; ZI : zone intermédiaire ; ZV : zone ventriculaire. Figure
inspirée de (Kwan et al., 2012).

La reeline posséde un réle important non seulement lors du développement

embryonnaire mais également dans le cerveau adulte. Au cours du développement,

les cellules de Cajal-Retzius disparaissent et ce sont les cellules GABAergiques qui

sécréteront la reeline. Elle jouera alors un réle important dans la neurotransmission.

Des études ont montré que les deux récepteurs de la reeline, le récepteur de

lipoprotéines de trés faible densité (VLDLR) et le récepteur de 1’apolipoprotéine de

type 2 (ApoER2), sont essentiels pour maintenir la plasticité synaptique ainsi que
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pour les transmissions synaptiques, la mémoire et I’apprentissage chez 1’adulte (Herz
et Chen, 2006).

1.3.3 Meécanismes d’action

Une fois sécrétée, la reeline peut se fixer sur deux récepteurs a la surface des
neurones, VLDLR et ApoER2. La reeline peut se lier a I’'un ou 1’autre de ces
récepteurs ou aux deux, dépendamment de leur présence a la surface des cellules. La
fixation a un seul de ces deux récepteurs est nécessaire et suffisante a 1’activation de
la voie de signalisation. Suite a la liaison et ainsi a I’activation des récepteurs par la
reeline, la protéine intracellulaire adaptatrice Disabled-1 (Dab-1) est phosphorylée au
niveau de tyrosines (Sekine et al., 2014 ; Tissir et Goffinet, 2003). Ce sont les
tyrosines kinases Src et Fyn qui provoquent la phosphorylation de Dab-1 au niveau
des quatre tyrosines Y185, Y198, Y220 et Y232 (Fig. 1.5) (Knuesel, 2010).

La phosphorylation de Dab-1 provoque I’activation de plusieurs cascades de
signalisation (Fig. 1.5). Ainsi, la voie de signalisation de la phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K) permet ultimement la phosphorylation de la protéine Tau, responsable
de la stabilisation des microtubules (Folsom et Fatemi, 2013 ; Knuesel, 2010). Dab-1
active aussi la voie impliquant Crk et CrkL, deux protéines adaptatrices essentielles
dans la bonne organisation des couches de neurones. Le complexe Crk/CrkL-C3G
active la GTPase Rap1, importante dans la stabilisation du squelette d’actine. Dab-1
est par la suite ubiquitinée par une E3 ligase et acheminée au protéasome (Knuesel,
2010 ; Sekine et al., 2014).

Derniérement, des chercheurs ont soulevé la possibilité que la reeline pourrait
aussi interagir avec un autre récepteur a la surface des neurones, la protéine du
précurseur amyloide (APP). L’impact de cette liaison est encore peu connu mais elle
serait nécessaire au développement des neurites (Doehner et Knuesel, 2010 ; Knuesel,

2010 ; Sharaf et al., 2015).



Figure 1.5
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Signalisation de la reeline. La reeline peut se lier a des récepteurs a la
surface des neurones, le récepteur de lipoprotéines de trés faible
densit¢ (VLDLR), le récepteur de I’apolipoprotéine de type 2
(ApoER2) et possiblement la protéine du précurseur amyloide (APP).
Suite a cette fixation, Dab-1 interagit avec le motif NPxY de ces
récepteurs, ce qui entraine la phosphorylation de 4 de ses propres
tyrosines. Plusieurs cascades de signalisation sont activées et
permettent une migration et une organisation des neurones adéquates.
Dab-1 est ensuite désactivée par ubiquination et dégradation
protéasomique. (voir le texte principal). Figure tirée de Knuesel (2010)
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Le role précis de la reeline dans la migration neuronale reste encore peu
compris. Des équipes de recherche soutiennent que la reeline pourrait agir comme un
signal d’activation, d’autres comme signal d’arrét de 1a migration neuronale (Caffrey
et al., 2014 ; Jossin et al., 2007 ; Kubo et al., 2010 ; Tissir et Goffinet, 2003). Ces
actions opposées pourraient dépendre du contexte environnemental local. Comme
mentionné précédemment, il semble manquer un signal d’arrét de migration chez les
souris reeler (Tissir et Goffinet, 2003). De plus, le défaut d’orientation des neurones
chez les souris reeler suggere que la reeline aurait un réle attractif sur ceux-ci (Zhao

et Frotscher, 2010).

Des études in vitro de la reeline ont mis en évidence qu’elle pouvait
provoquer le clivage de la laminine et de la fibronectine suggérant que la reeline est
en mesure de modifier la lame basale et ainsi aider la migration neuronale a travers la
plaque corticale (Quattrocchi et al., 2002). Toutefois, des études plus poussées ont
mis en doute 1’existence d’une activité protéolytique de la reeline (Kohno et Hattori,
2010).

1.3.4 Roles de fragments de la reeline

Des études in vitro utilisant des fragments de la reéline produits par ADN
recombinant ont permis de révéler I’importance des différentes régions de la protéine
dans la signalisation. Ainsi, la partie N-t permet la formation de diméres ou
oligomeéres de reeline menant a une activation plus efficace des voies de signalisation,
possiblement en regroupant les molécules de récepteurs a la surface cellulaire. La
portion centrale de la reeline, située entre les domaines de répétition III et VI, est
absolument essentielle pour la fixation de la reeline a ses récepteurs et 1’activation des
voies de signalisation. Enfin, la partie C-t de la reeline, entre le domaine VII et

I’extrémité C-t, améliore ’efficacité des différentes voies de signalisation (Jossin et
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al., 2007 ; Kohno, S. et al., 2009 ; Koie et al., 2014 ; Trotter et al., 2014). L’impact
physiologique de I’existence des fragments in vivo est moins bien compris. Le
fragment 300K, capable de se lier aux récepteurs ApoER2 et VLDLR, pourrait agir a
plus longue distance que la forme native 400K car il diffuse plus facilement (Jossin et

al., 2007 ; Jossin et al., 2004).

1.3.5 Maladies associées a un malfonctionnement de la reeline

Tel que mentionné préalablement, la reeline posséde un réle essentiel dans
I’organisation du cortex lors du développement embryonnaire, ainsi que dans le
cerveau adulte. Plusieurs recherches ont relié un débalancement de la signalisation de
la reeline avec différentes maladies neurologiques telles que [’autisme, la
schizophrénie, les troubles bipolaires ou encore des maladies neurodégénératives
comme 1’Alzheimer ou le Parkinson (Fatemi et al., 2009 ; Yu et al., 2015). En effet,
des études ont montré que des niveaux p1u§ bas de reeline, du récepteur VLDLR et de
la protéine adaptatrice Dab-1 étaient observés dans différentes régions du cerveau
chez des sujets souffrant d’autisme (Fatemi ef al., 2005). De plus, des niveaux plus
élevés de reeline ont ét€ observés dans le cerveau de patients atteints d’Alzheimer
(Botella-Lopez et al., 2006). Dans le cas de la schizophrénie, d’autres recherches ont
montré que les niveaux de reeline présents dans le sang étaient plus élevés chez les
patients atteints de cette maladie comparativement aux sujets sains (Hornig et al.,
2015) alors que les niveaux de reeline apparaissent réduits dans plusieurs régions du
cerveau (Folsom et Fatemi, 2013 ; Herz et Chen, 2006). Les niveaux relatifs des
différentes formes de la reeline (400K, 300K et 180K) sont aussi affectés. En effet,
par exemple chez les patients autistes, une diminution du niveau de reeline 400K est
observé dans certaines parties du cerveau. Dans le cas de patients souffrants
d’Alzheimer, c’est le niveau de reeline 180K qui apparait plus élevé que la normale
(Fatemi, 2005).
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1.4 Protéases candidates du clivage de la reeline

Tel qu’indiqué précédemment, plusieurs études ont montré 1’implication
possible de diverses protéases dans le clivage de la reeline. Ces protéases seraient
principalement des protéases a sérine concernant le clivage du coté C-t de la reeline,
et des métalloprotéases pour les clivages en N-t et C-t (Krstic et al., 2012 ; Trotter et
al.,2014).

1.4.1 Stratégies utilisées pour I’identification de protéases de clivage de la

reeline
Pour identifier ces protéases, plusieurs approches ont été utilisées :

a) Certains chercheurs ont utilisé de la reeline recombinante in vitro, ¢’est-a-
dire isolée a partir d’un milieu de culture riche en reeline produite par
divers types cellulaires. La reeline récoltée et enrichie partiellement ou
parfois purifiée peut alors étre mise en contact avec des protéases ainsi que
des inhibiteurs de protéases (Hisanaga et al., 2012 ; Jossin et al., 2007 ;
Kohno, S. et al., 2009 ; Krstic et al., 2012).

b) Le gene de la reeline peut étre introduit dans des cellules, comme des
cellules HeLa, leur permettant ainsi de produire de la reeline recombinante
et ses fragments. Ces cellules peuvent ensuite étre traitées avec des
inhibiteurs de protéases (Hisanaga et al., 2012 ; Kohno, S. et al., 2009 ;
Kirstic et al., 2012).

¢) Des cultures de neurones pouvant produire naturellement de la reeline ont
ét€ mises en contact avec des inhibiteurs de protéases (De Rouvroit ef al.,
1999 ; Ducharme, 2013 ; Hisanaga et al., 2012 ; Kohno, S. et al., 2009 ;
Salmi, 2015).
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d) Enfin, des cultures de neurones, ne produisant pas de reeline, ont été mises
en contact avec de la reeline recombinante, puis avec des inhibiteurs de

protéases (Jossin et al., 2007).

Ces différentes stratégies comportent chacune leurs limites. La production de
reeline recombinante in vitro, la stratégie (a), permet d’obtenir la forme native de
400K de la reeline. Cette stratégie permet d’identifier des protéases capables de cliver
la reeline mais n’indique pas si ces protéases sont celles qui agissent in vivo. D’autre
part, les milieux de culture des cellules dans lesquelles le géne de la reeline a été
introduit peuvent contenir des protéases capables de cliver la reeline. On se retrouve
alors avec des préparations de reeline contenant déja les fragments de 300K et 180K
en plus de la forme native et possiblement des traces de protéases endogenes. On ne
sait plus si la protéase exogene testée agit directement sur la reeline ou plutdt
indirectement via une cascade protéolytique impliquant les protéases endogénes
(Kohno, T. et al., 2009 ; Krstic et al., 2012). Dans la stratégie (b), les protéases des
cellules non neuronales capables de cliver la reeline ne sont pas nécessairement les
mémes que les protéases neuronales. Les stratégies (c) et (d), qui consistent en
|’utilisation de cultures de neurones exprimant naturellement les protéases provoquant
le clivage de la reeline, permettent d’obtenir des résultats plus représentatifs
physiologiquement qu’avec les autres méthodes. La reeline sera directement en
contact avec différentes protéases naturellement exprimées par les neurones en
culture. Cependant, les cultures de neurones ne produisent pas toujours tous les
fragments de la reeline (Annexe 1 et Fig A.1). Le fragment de 300K est rarement
détecté dans les cultures exprimant la reeline endogéne comme dans celles qui ne

I’expriment pas (Ducharme et al., 2010 ; Kohno, S. et al., 2009).



18

1.4.2 Implication potentielle de métalloprotéases et de protéases a sérine

Les métalloprotéases ADAMTS-4 et ADAMTS-5 de la MEC se sont révélées
capables de cliver la reeline aux sites N-t et C-t dans des études sur de la reeline
recombinante exprimée par des cellules non neuronales comme des cellules Hela,
des cellules de rein, ou encore sur de la reeline recombinante in vitro. Ces résultats
ont été¢ mis en évidence par ’utilisation de différents inhibiteurs de métalloprotéases
tels que la catéchine EGCG (ester d'épigallocatéchine et d'acide gallique), le chélateur
de métaux 1,10-phénantroline ou encore le picéatannol (Tableau 1.1). En effet, des
études effectuées sur des cellules de rein HEK293, exprimant la reeline recombinante,
ont montré que ces substances inhibaient le clivage de la reeline aux sites N-t et C-t
(Hisanaga et al., 2012 ; Krstic et al., 2012). Un autre inhibiteur de métalloprotéases,
le GM6001, inhibe le clivage du site N-t de la reeline dans des cultures de neurones
exprimant naturellement la reeline (neurones primaires, neurones différenciés de

cellules souches P19) (Ducharme, 2013 ; Jossin et al., 2007).

L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) est une protéase a sérine connue
pour avoir un role dans la plasticité neuronale, dans 1’organisation des neurones ainsi
que dans la croissance des neurites (Tsirka, 2002). Des études faites sur de la reeline
recombinante exprimée par des cellules non neuronales et sur de la reeline
recombinante in vifro, ont montré que le tPA peut cliver la reeline au niveau de son
site de clivage C-t uniquement (Krstic et al., 2012). La serpine E1 (ou PAI-1:
Inhibiteur-1 de l'activateur du plasminogene), une protéine inhibitrice de protéases a
sérine dont le tPA, fortement exprimée par les astrocytes (Kim er al., 2014), est en
mesure d’inhiber le clivage de la reeline par le tPA dans des cultures de cellules de
rein HEK293 exprimant la reeline recombinante ou in vifro en présence de tPA et de
reeline recombinants (Krstic ef al., 2012). Selon le Tableau 1.1, la serpine E1 inhibe

le clivage N-t donc elle n’inhiberait pas 1’action du tPA qui clive seulement en C-t.



19

D’autres expériences in vitro sur de la reeline recombinante montrent que
’inhibiteur de trypsine de la féve de soya (SBTI) et 1’aprotinine, deux inhibiteurs de
protéases a sérine a large spectre, n’affectent pas le clivage de la reeline par le tPA
mais inhibent son clivage au site N-t par la métalloprotéase MMP9 (Krstic et al.,
2012).

Des inhibiteurs de la furine (FI), une protéase a sérine de la famille des
convertases, empéchent la maturation de la métalloprotéase ADAMTS-4.
L’inhibiteur-1 de la furine (FI-I) a ét¢ identifié comme pouvant inhiber le clivage de
la reeline au site N-t dans des cultures de neurones corticaux primaires exprimant
naturellement la reeline et inhiber les deux sites de clivage dans des cultures de
cellules de rein (HEK293T) exprimant la reeline recombinante. Cependant,
I’inhibiteur-II de la furine (FI-II) n’a aucun effet. La furine n’agirait pas directement
sur la reeline, plutét indirectement en activant la métalloprotéase ADAMTS-4

(Kohno, S. et al., 2009 ; Krstic et al., 2012).
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Tableau 1.1 Effets connus d’inhibiteurs de protéases.

Protéases cibles  Inhibiteurs Reeline Ref
Catéchine EGCG 1300K  ||180K 4  *
Meétalloprotéases e b 180K 1,2 #
P 1,10-Phénanthroline 1300K LI180K 4 =
Picéatannol 300K J/180K 4 *

Inhibiteur-I de furine 1300K LI180K 3,4 *#

Protéases a sérine el 1180K 4  *+

Des inhibiteurs de protéases a sérine et de métalloprotéases ont été identifiés comme
pouvant inhiber le clivage de la reeline en ses sites N-t et C-t. Une diminution plus ou
moins forte des niveaux des fragments de 180K et de 300K de la reeline a été
montrée par immunobuvardage. Ces différentes études ont été effectuées dans des
cellules produisant de la reeline recombinante (*), dans des neurones (#) ou encore
avec de la reeline recombinante in vitro (+). (1) Ducharme et al. (2010) ; (2) Jossin et
al. (2007) ; (3) Kohno, S. ez al. (2009) ; (4) Krstic et al. (2012)

1.4.3 Autres protéases candidates

Outre les métalloprotéases et les protéases a sérine, d’autres types de protéases
pourraient jouer un rdle dans le clivage de la reeline. Le MG-132 et la lactacystine
sont des inhibiteurs de protéases a cystéine et de protéases a thréonine
respectivement, et ce sont tous les deux des inhibiteurs du protéasome (Cho et al.,
2013 ; Felsenberg et al., 2014 ; Powers et al., 2002). Leur action affecte la mémoire a
long terme chez les abeilles (Felsenberg et al., 2014). Des études ont aussi montré

que le MG-132 pouvait inhiber 1’activité du tPA (Cho et al., 2013)
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1.5 La lignée cellulaire P19 comme modéle de jeunes neurones

1.5.1 Caractéristiques générales

Le modele cellulaire utilisé dans le présent travail est le modele P19. Les
cellules P19 sont des cellules d’un carcinome embryonnaire de souris, similaires a
des cellules souches embryonnaires primaires. Les cellules P19 proviennent d’un
tératocarcinome développé dans un testicule de souris adulte aprés qu’on y ait
implanté des cellules d’un embryon de souris de 7,5 jour. Le caryotype euploide male
des cellules P19 leur donne une grande stabilité génétique (McBurney, 1993). Ce sont
des cellules immortelles, proliférant rapidement, et pluripotentes, c’est-a-dire qu’elles
ont la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires avec un traitement
adéquat (MacPherson et McBurney, 1995 ; McBurmney, 1993 ; Staines et al., 1996)
(Fig. 1.6). Les traitements les plus utilisés sont I’AR et le diméthylsulfoxide (DMSO).
Les types cellulaires obtenus seront différents selon le choix du traitement effectué et
selon la concentration utilisée. Ainsi, suite & une exposition a une concentration de
10°M d’AR les cellules P19 se différencient en neurones et en astrocytes alors qu’a
une concentration d’AR de 107M ou moins, elles se différencient en cellules de
muscle cardiaque et de muscle squelettique (Bouchard et Paquin, 2009 ; Ducharme et

al., 2010).
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Modéle cellulaire P19. Les cellules P19 sont des cellules d’un
carcinome embryonnaire de souris. Elles sont immortelles,
pluripotentes et proliférent rapidement. Les cellules P19 peuvent se
différencier en plusieurs types cellulaire selon le traitement appliqué
(DMSO, AR). Figure inspirée de Rudnicki et McBurney (1987)
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1.5.2 Caractéristiques des cultures neuroectodermales P19

Ce modéle cellulaire a été choisi car les cellules P19 ont la capacité de se
différencier en neurones trés représentatifs de ceux retrouvés dans le SNC, et
permettent d’étudier le développement de jeunes neurones par des méthodes rapides
et simples (Cadet et Paquin, 2000 ; Ducharme ef al., 2010 ; McBurney ef al., 1988 ;
Ulrich et Majumder, 2006). En effet, suite 2 un traitement de 4 jours a I’AR, les
cellules P19 se différencient en neurones (Fig. 1.7). Ce sont des neurones qui sont
majoritairement présents, a plus de 90%, dans un premier temps (J4-J7). Leur
proportion en culture commence a diminuer a partir du jour 7 environ (J7). Ces
neurones expriment un grand nombre de marqueurs neuronaux spécifiques tels que le
neurofilament-M (NF-M), la protéine Tau, la synaptophysine (SYP) ou encore la
protéine associée aux microtubules-2 (MAP-2). Plusieurs neuropeptides sont aussi
produits par les neurones P19 tels que le neuropeptide Y ou la somatostatine, ainsi
que plusieurs neurotransmetteurs comme 1’acide aminobutyrique (GABA) et le
glutamate majoritairement (MacPherson et McBurney, 1995 ; Ulrich et Majumder,
2006). A J10, beaucoup de fibroblastes et des astrocytes sont présents. Les astrocytes
expriment la protéine fibrillaire gliale acide (GFAP) (Jeannotte et al., 1997 ;
McBumey, 1993 ; Ulrich et Majumder, 2006).



Figure 1.7

24

Micrographies de cultures de cellules P19. (A) Des cellules souches
P19 non différenciées, en pétri tissulaire. (B) Les cellules P19 en pétri
bactériologique forment des sphéroides flottants durant les 4 jours de

traitement & 1’AR. (C) Des neurones P19 au sixiéme jour de
différenciation, cultivés de J4 a J6 en pétri tissulaire.
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1.5.3 Expression de la reeline et ses partenaires de signalisation dans le modéle
P19

Les cellules P19 sont un trés bon modéle d’étude pour le présent projet de
recherche car elles produisent naturellement de la reeline. En effet, les études
réalisées par Ducharme et al. (2010) avec I’anticorps G10 ont montré que les cellules
P19 indifférenciées produisent de la reeline 400K. Au cours des 4 jours de la
différenciation des cellules P19 par I’AR, de la reeline 400K et 180K sont retrouvées
dans les milieux de culture. Au jour 6 de la différenciation neuronale, les formes de
400K et 180K sont détectables dans le milieu avec des traces de reeline de 300K
(Ducharme et al., 2010). Les récepteurs ApoER2 et VLDLR, ainsi que la protéine
adaptatrice Dab-1 sont aussi exprimés dans le mode¢le neuronal P19 (Ducharme et al.,

2010 ; Howell et al., 1997)

1.5.4 Expression de protéases dans le modéle P19

Des études de puces & ADN ont permis de déterminer les différents genes
surexprimés lors de la différenciation des cellules P19 avec I’AR (Hatada et al.,
2008). En examinant ces résultats, 1’équipe de Krstic et al. (2012) a pu regrouper
plusieurs protéases fortement surexprimées dont 19 protéases a sérine, 20
métalloprotéases et 4 convertases (Tableau 1.2). D’autres études vont dans le méme
sens et montrent 1’expression de certaines protéases par les neurones P19. En effet, la
métalloprotéase ADAM23, par exemple, est exprimée par les neurones P19 et jouerait
un réle important dans leur différenciation (Sun et al., 2007). Il a aussi été montré que
la métalloprotéase MT5 est exprimée par les neurones P19 (Hayashita-Kinoh et al.,
2001). De plus, la prohormone convertase 2 (PC2/PCSK2), une protéase a sérine
extracellulaire présente dans le cerveau et possédant un role fondamental dans le

développement de 1’embryon, se retrouve naturellement dans les cultures de neurones
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P19 suite a leur différenciation par I’AR. La PC2 a un inhibiteur spécifique naturel, le
peptide 7B2 (Jeannotte e al., 1997 ; Poirier et al., 2006 ; Zhu et Lindberg, 1995).

Tableau 1.2 Protéases surexprimées lors de la différenciation de cellules
souches P19 en neurones

Serine Protease GeneCards ID | Metalloprotease GeneCards ID Convertase GeneCards 1D
TMPRSS5 GC11M113592 BMP1 GC08P022022 PCSK5 GCO08PO78505
PRSS12 GC04M119201 ADAM-1 GC12P112336 PCSKé GC15M101844
PLAT (tPA) GC08M042050 ADAM-8 GC10M135075 PCSK2 GC20P017206
HABP2 GC10P115302 ADAM-10 GC15M058887 CPE GC04P166300
PREPL GC02M044543 ADAM-11 GC17P042847
PRSS23 GC11P086511 ADAM-19 GCO5M156836
FAP GC02M162991 ADAM-21 GC14P070924
HGFAC GC04P003413 ADAM-23 GC02P207272 Protease Inhibitors GeneCards ID
RHBDL3 GC17P030593 MMP24 (MT5) GC20P033814 SERPINI1 GCO3P 167453
MASP1 GC03M 186935 MMP16 (MT3) GC0o8M089118 SERPINE2 GC02M224839
MASP2 GC01M011086 ADAMTS-3  GCO04M073136 WFIKKN2 GC17P048912
ZFYVEZ27 GC10P089486 ADAMTS4 = GCO1M161159 FSTLS GC04M 162305
ZFYVE28 GC04M002238 ADAMTS-5  GC21M028290 TFP1 GC02M188295
PRTN3 GC19P000840 ADAMTS-7 | GC15M079051 LXN GC03M158366
DPP6& GC07P153584 ADAMTS-12 = GCO5M033485 TMEFF1 GC09P103207
DPP10 GC02P115205 ADAMTS-13 =~ GCO09P136279 TMEFF2 GC02M192777
BAI2 GC01M032192 ADAMTS-19 GC05P128824 SPOCK1 GCO5M136339
BAI3 GCO06P069404 TRHDE GC12P072453 SERPING1 GC11P057364
SEC11L1 GC15M085212 ECEL1 . GC02M233308
PAPPA GC09P118916

Ces résultats sont sélectionnés a partir d’une €tude utilisant des puces a ADN réalisée
a partir de cellules souches P19 différenciés en neurones (Hatada er al., 2008).
Tableau tiré de (Krstic ez al., 2012)

1.6 La céruloplasmine

La CP est une glycoprotéine d’environ 132 kDa appartenant au groupe des
a2-globulines et retrouvée dans le sang suite a sa synthése par les hépatocytes dans le
foie. Elle lie jusqu’a 95% du cuivre sanguin chez ’humain et posséde une importante
activité ferroxidasique lui donnant un grand réle dans la régulation du métabolisme
du fer (Ducharme et al., 2010 ; Patel et al., 2000 ; Qian et Ke, 2001 ; Vassiliev er al.,

2005 ; Zaitseva et al., 1996). La CP est aussi retrouvée dans le systeme nerveux
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central, fixé a la surface des astrocytes grace a une ancre glycosylphosphatidylinositol
(GPI) (Patel et al., 2000).

1.6.1 Structure

La CP est constituée d’une seule chaine de 1046 acides aminées divisée en six
domaines (Fig. 1.8). Ces domaines sont regroupés en paires (D1-D2, D3-D4, D5-D6)
de 330 a 340 acides aminés chacune, trés similaires les unes aux autres (Vassiliev et
al., 2005). La CP appartient a la famille des métalloprotéines a cuivre bleu comme
I’ascorbate oxydase ou la laccase (Vachette er al., 2002). Elle peut lier jusqu’a six
ions cuivre de fagon permanente et posse¢de deux emplacements pour lier des atomes
de cuivre labiles au niveau des domaines 4 et 6. Les trois cuivres permanents
retrouvés dans les domaines 2, 4 et 6 sont responsables de la couleur bleue de la CP et
ceux retrouvés au niveau des domaines 1 et 6 sont responsables de 1’activité

catalytique (Lindley et al., 1997 ; Machonkin et al., 1998 ; Vassiliev et al., 2005).
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Figure 1.8  Structure de la CP. (A et B) La CP comprend six domaines regroupés

en paires de 330 a 340 acides aminés (D1-D2, D3-D4, D5-D6). En
bleu sont représentés les atomes de cuivre de type I responsables de la
couleur bleue de la protéine. Les atomes de cuivre de type II et III sont
visibles en vert et rouge respectivement. Ils forment le site catalytique.
Notons que les domaines D1 et D6 contiennent des demi-sites de
liaison pour ces atomes de cuivre ; la juxtaposition de ces domaines
crée des sites complets. Les X montrent I’emplacement des atomes de
cuivre labiles. (C) Les six domaines de la CP sont représentés sous des
couleurs différentes et avec leurs structures secondaires déterminées
par diffractométrie de rayons X. Les atomes de cuivre sont représentés
par les symboles ©. Figure inspirée de Zaitseva et al. (1996),
Takahashi et al. (1984) et Samygina et al. (2013).
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1.6.2 Roles

La CP est la ferroxydase la plus présente dans le plasma (Patel et al., 2000).
Comme dit précédemment, elle posséde un réle trés important dans la régulation du
métabolisme du fer puisqu’elle est capable d’oxyder le Fe** en Fe’* qui pourra
ensuite étre internalisé par la transferrine. Cette fonction est essentielle puisque le fer
libre sous forme Fe?* peut générer des radicaux libres fortement toxiques pour
I’organisme (Lindley et al., 1997 ; Patel et al., 2000 ; Vachette er al., 2002). Des
études ont montré que des patients ayant des déficits en CP accumulaient des dépots
de fer dans différents organes dont le cerveau, ou ils peuvent provoquer des maladies
neurodégénératives (Ducharme ef al., 2010 ; Harris et al., 1995 ; Kono, 2012 ; Patel
et al., 2000 ; Qian et Ke, 2001).

Le centre catalytique de la CP est responsable de son activité ferroxydasique.
Ce méme centre est capable d’activité oxydasique sur d’autres substrats que le fer.
Contrairement a d’autres oxydases, la CP forme de 1’eau plutdt que du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) a partir de molécules d’oxygene, évitant ainsi la formation de
radicaux toxiques due au H,O,. (Vassiliev et al., 2005). Cette singularité tout comme
I’oxydation du fer confere a la CP des propriétés d’antioxydant. Par contre, des études
ont rapporté un role pro-oxydant dans certaines conditions. Enfin, la CP est aussi
connue pour son rdle dans la régulation de 1’inflammation (Qian et Ke, 2001 ;

Samygina ef al., 2013 ; Vassiliev ef al., 2005).

En outre, la CP pourrait avoir un rdle dans le développement du systéme
nerveux. Des études antérieures réalisées dans notre laboratoire ont montré que la CP
avait la capacité d’induire 1’agrégation des neurones P19 nouvellement différenciés
ainsi que de stimuler le clivage de la reeline au niveau de son site C-t (Ducharme et
al., 2010). Ces deux actions soulévent un rdle possible de la CP dans le
développement du cerveau, possiblement au niveau de I’organisation des neurones.

Le fait que la CP stimule la génération de la reeline 300K n’est pas une curiosité de la
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" ont montré

culture cellulaire. En effet, des études faites sur le cerveau de souris CP
un plus faible niveau de reeline 300K (5 fois) que le cerveau de type sauvage aux

jours embryonnaires 12.5 a 17.5 (Ducharme, 2013).

1.6.3 Activité protéasique et cuivre dans les actions de la CP sur les neurones

P19

Les mécanismes impliqués dans les actions de la CP sur les neurones P19 sont
peu connus, mais elles peuvent étre inhibées par 1’action du SBTI et de 1’aprotinine,
deux inhibiteurs & large spectre de protéases a sérine (Ducharme, 2013). La
céruloplasmine a des homologies de séquence avec les facteurs V et VIII de la
coagulation sanguine, qui sont des cofacteurs indispensables a 1’activation du
facteur X (David et Patel, 2000 ; Pittman ef al., 1994). Le rivaroxaban, un inhibiteur
du facteur Xa de la coagulation sanguine, est utilis€ comme traitement de maladies
sanguines comme la maladie thromboembolique veineuse (Konigsbrugge er al,
2015). Des études faites sur le modele de neurones P19 montrent que le rivaroxaban

peut inhiber les deux actions de la CP (Salmi, 2015).

Le cuivre joue un role essentiel au bon développement du cerveau. Des études
menées chez des rats ayant une déficience en cuivre montrent des défauts de
développement du cerveau, marqués par une diminution de la myelination et de la
synaptogénése. Des anomalies sont aussi observées dans le cas de la maladie de
Menkes qui est caractérisée par une déficience dans le métabolisme du cuivre,
provoquant des symptomes neurologiques comme un retard mental ou un retard dans
le développement du cerveau et finalement provoque la mort a4 un jeune ége. (El
Meskini et al., 2007 ; Gybina et al., 2009). Le cuivre pourrait avoir un rdle dans les
actions neuronales de la CP. En effet, les résultats d’études précédentes montrent que

des composés a cuivre ont des actions similaires 2 la CP sur I’agrégation des
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neurones. En effet, 1a Ser,Cu (un complexe formé de deux molécules de sérine et
d’un atome de cuivre) peut, comme la CP, induire 1’agrégation des neurones P19 ;
cependant, elle n’a pas d’action sur le clivage de la reeline. L’His,Cu, un autre
composé a cuivre, a lui aussi €té étudié sur le modéle cellulaire P19 mais aucun effet
neuroagrégatif ou sur la reeline n’a été observé (Ducharme, 2013 ; Maltais et al.,
2003 ; Salmi, 2015). De plus, le cuivre semble avoir un rdle important dans
I’agrégation des neurones P19. En effet, la CP débarrassée de son cuivre par
dénaturation a la chaleur ne modifie pas ’organisation des neurones P19 (Maltais et
al., 2003). Fait intéressant, le rivaroxaban et la combinaison SBTI/aprotinine inhibent

I’action neuroagrégative de la Ser,Cu tout comme dans le cas de la CP (Salmi, 2015).

1.7 Hypothéses et objectifs du projet

Le modeéle cellulaire P19 apparait comme un excellent modele pour 1’étude
des neurones durant le développement embryonnaire, permettant d’étudier certains
aspects de 1’expression et des actions de la reeline dans un contexte développemental.
L’identification des protéases responsables du clivage de la reeline pourrait aider a
mieux comprendre le role de chacun des fragments de la reeline dans les processus de
migration, d’organisation et de maturation neuronales durant le développement.
De meilleures connaissances sur le clivage de la reeline permettront aussi
d’approfondir notre compréhension du role de la CP dans le développement du

systéme nerveux.
Dans ce contexte, nous avons trois hypotheses et trois objectifs :

1. Les cultures de neurones P19 nouvellement différenciés produisent peu de
reeline 300K. Si elles sont incubées plus longtemps, ces cultures pourraient
acquérir la capacit¢ de produire ce fragment de la reeline suite a

’apparition d’astrocytes exprimant la CP a leur surface.
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Notre premier objectif sera donc d’analyser le profil d’expression de

marqueurs de neurones et d’astrocytes, ainsi que le profil de la CP et de la
reeline dans les cultures a long terme de neurones P19 pour déterminer s’il
existe une corrélation entre 1’apparition d’astrocytes et la génération de
reeline 300K

La reeline 300K pourrait avoir une influence sur 1’organisation et la
morphologie des cultures neuronales a long terme.

Notre deuxiéme objectif sera d’examiner la morphologie de cultures de

neurones P19 traitées pendant plusieurs jours avec de la CP, capable de
stimuler la génération de la reeline 300K. Ces études seront aussi faites en
présence de SBTI et d’aprotinine connus pour inhiber les actions de la CP
sur le court terme (neuroagrégation et génération de reeline 300K). Nous
analyserons aussi le profil de la reeline pour déterminer s’il y a une relation

possible entre ce profil et les changements morphologiques.

L’utilisation d’inhibiteurs de protéases pourrait aider a identifier des
protéases candidates du clivage de la reeline.

Notre troisiéme objectif sera d’analyser le profil protéolytique de la reeline

a la suite du traitement des cultures de neurones P19 avec différents
inhibiteurs de protéases. Nous nous sommes intéressés aux cultures plus

agées dont on verra qu’elles peuvent générer de la reeline 300K en absence
de CP.



_ CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

2.1.1 Propagation des cellules P19

Les cellules P19 ont été fournies originellement par le Dr M. W. McBurney
(Université d’Ottawa, Ottawa, Ontario, Canada). La culture de ces cellules se fait en
monocouches d’apreés le protocole détaillé par Maltais et al., 2003 et Ducharme et al.,
2010. Les cellules sont incubées a 37°C et dans une atmosphere de 5% de CO, dans
un milieu complet (MC) fait de milieu minimal essentiel d’Eagle de modification o
(a-MEM; Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) contenant 10% (v/v) de sérum
feetal bovin (FBS; Wisent Inc, St-Bruno, Qc, Canada) ainsi que 50 U/mL de
pénicilline et de 50 pg/mL de streptomycine (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada). Les passages se font tous les deux jours, a une confluence de 70 a 80%. Les
cellules sont lavées deux fois avec un tampon phosphate salin (PBS : NaCl 0.8%
(p/v), KC1 0.02% (p/v), KH,PO4 0.02% (p/v), NaHPO4 0.115% (p/v), pH 7.3), puis
décollées et individualisées a I’aide d’une solution de PBS contenant 0.025% (p/v) de
trypsine (Sigma-Aldrich) et ImM d’EDTA (Sigma-Aldrich). L’action de la trypsine-
EDTA s’arréte suite a 1’addition d’un volume équivalent de MC. Les cellules sont par
la suite centrifugées 1 min a 1000g puis resuspendues dans du milieu MC. Le compte
des cellules se fait a 1’aide d’un microscope inversé TE (Nikon Canada, Mississauga,
ON, Canada), sur un hémacymétre (Ficher Scientific, Montréal, Québec, Canada).
Enfin, un million de cellules sont ensemencées dans un pétri tissulaire Sarstedt de 100

mm de diamétre contenant 10 mL de MC.
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2.1.2 Différenciation de cellules P19 en neurones

Les cellules P19 sont différenciées et cultivées jusqu’a leur huitiéme ou
douziéme jour de différenciation selon les cas. Les cellules indifférenciées sont
traitées durant quatre jours avec de I’AR 3 une concentration de 10° M. Dans un
premier temps, au jour 0 (JO), 1,5 millions de cellules P19 indifférenciées sont
ensemencées dans un pétri bactériologique de 100 mm de diametre (Ficher Scientific,
Montréal, Québec, Canada) dans 10 mL de milieu de différenciation neuronal
composé d’a-MEM auquel s’ajoute 5% (v/v) FBS et 5% (v/v) de sérum de boeuf
adulte (PAA Laboratories, Rexdale, ON, Canada), des antibiotiques (50 U/mL de
pénicilline et 50 U/mL de streptomycine) ainsi que 0.5 pM d’AR (Sigma Aldrich), et
sont incubées pendant deux jours. Au jour 2 (J2), le milieu de différenciation est
renouvelé et les cellules sont encore incubées deux jours. Ensuite, au quatriéme jour
(J4), les cellules, assemblés en sphéroides flottants (Fig. 1.7), sont rincées avec du
PBS dans un tube de 15 mL (Sarstedt). Elle sont par la suite individualisées par
pipetage a I’aide d’une solution de PBS composée de 0.025% (p/v) de trypsine et 1
mM d’EDTA. L’action de la trypsine est arrétée par I’addition de milieu complet. Les
cellules sont alors resuspendues dans du milieu Neurobasal supplémenté sans sérum
(NBS : milieu Neurobasal supplémenté de 2% (v/v) de B27 (Invitrogen, Burlington,
Ontario, Canada), 0.5 mM de L-glutamine, 50 U/mL de pénicilline et 50 U/mL de
streptomycine)). Enfin, les cellules sont ensemencées dans des pétris tissulaires de 60
mm de diamétre (Sarstedt/Cedarlane) dans du milieu NBS a une densité variant entre
0.3675 et 1.47 millions de cellules selon le temps prévu d’incubation subséquente.
Ces pétris sont préalablement gélatinisés 20 min avec une solution d’eau nanopure
contenant 0.1% (p/v) de gélatine (Sigma-Aldrich) puis incubés avec un milieu
complet pendant 20 min avant de mettre le milieu NBS. Les pétris sont abondamment

rincés avec du PBS entre chacune de ces étapes.
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2.1.3 Traitement des neurones

Selon les traitements effectués sur les neurones, les différentes substances ont
été introduites au jour 4 (J4) ou au J6 de leur différenciation (Fig. 2.1). La CP
(0.5 mg/mL), I’association SBT/aprotinine (100/30 pg/ml) et leur combinaison ont
été introduites dans les milieux au J4 lors de I’ensemencement des neurones décrit
précédemment. Les cellules ont alors été incubées avec ces substances au cours d’une

période pouvant varier de deux a six jours.

Les inhibiteurs de protéases ont été introduits dans les milieux a J6 a des
concentrations rapportées dans le Tableau 2.1. Les neurones sont incubés avec ces

produits durant deux jours avant d’étre récoltés.

2.1.4 Milieu enrichi en reeline

Pour obtenir un milieu enrichi en reeline, des neurones P19 ont été cultivés
jusqu’a J9 aprés un changement de milieu & J7. Une fois le milieu de culture récolté a
J9, il est débarrassé des débris cellulaires par centrifugation. Ces milieux ont ensuite
été ajoutés a des cultures de neurones de J4 a des concentrations finales de 25% ou de

50% dans le milieu d’ensemencement.
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Figure 2.1  Différenciation des cellules souches P19 et traitement des cultures
de neurones. Les cellules P19 sont différenciées en neurones suite a
une exposition de 4 jours a I’acide rétinoique (AR) puis ces neurones
sont traités a J4 (CP, S/A) ou a J6 (inhibiteurs de protéases). Les
photographies et les récoltes des cellules et des milieux se font aux
jours 6, 8, 10 et 12 dans le premier cas, et au jour 8 dans le deuxieme
cas. S/A : SBT/aprotinine
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Tableau 2.1 Les inhibiteurs de protéases utilisés sur les neurones P19.

Cibles Inhibiteurs Source Concentration
Métalloprotéases GM-6001 EMD Millipore 20 yM
Picéatannol Enzo 12et1,2 yM
Catéchine EGCG Sigma-Aldrich 15et1,5 uyM
1,10- Phénanthroline Sigma-Aldrich 50,5 et 0,5 pM
Protéases Inhibiteur-1 de furine Enzo 2et20 uyM
a sérine Inhibiteur-II de furine =~ BACHEM 2 et 10 pM
Peptide 7B2 Dr A. Basak, 10 yM
Institut de
recherche de
I’Hopital d’Ottawa,
Ottawa, ON
Serpine E1 EMD Millipore 100 ng/ml
(PAI-1)
Rivaroxaban Cederlane 15 yM
Soybean trypsin Sigma-Aldrich 100 et 200
inhibitor pg/ml
Aprotinine Roche Diagnostics 30 et 60 ng/ml
Pefabloc Sigma-Aldrich 100, 250 et 500
pM
Donépézil Sigma-Aldrich 10 et 50 pM
S17092 Sigma-Aldrich 20 et 30 mg/ml
Protéases a MG-132 EMD Millipore 0,01 pM
cystéine
Protéases a Lactacystine EMD Millipore O0,letlpuM
thréonine
Protéases Inhibiteur de BACE-1 Axon Medchem 5et10 uM
aspartiques
Eventail de Cocktail-1 d’inhibiteurs = Sigma-Aldrich
protéases de protéases

Dr Ajoy Basak (Institut de recherche de 1'Hopital d’Ottawa, Ottawa, ON), Axon
Medchem (Virginia, USA), BACHEM (Torrance, USA), Cedarlane laboratories
(Burlington, ON, Canada), EMD Millipore (Etobicoke, ON, Canada), Enzo
(Farmingdale, NY, USA), Millipore (Billerica, MA, USA), Roche Diagnostics
(Laval, QC, Canada), Sigma-Aldrich (Mississauga, ON, Canada). BACE-1 : beta-site
amyloid precursor protein cleaving enzyme 1.
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257 Récolte des milieux de culture et des extraits cellulaires

2.2.1 Milieux de culture

De J6 a J12 de la différenciation, les milieux sont récoltés et clarifiés par
centrifugation. Ils sont ensuite additionnés d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(1/300 Cocktail-1 Sigma-Aldrich) avant d’étre conservés a -20°C en attendant leur

analyse.

2.2.2 Extraits cellulaires

De J6 a J12 de la différenciation, les milieux de culture sont retirés et les
cellules incubées dans du milien HBS (20 mM de Hepes a pH 7.4, 20 mM de D-
glucose, 140 mM de NaCl, 4 mM de KCl, 1,8 mM de CaCl, et 0,8 mM de MgCl,)
contenant des inhibiteurs de phosphatases (1 mM d’orthovanadate de sodium 1 mM
et 1 mM de NaF) ainsi que des inhibiteurs de protéases (1/300 Cocktail-1, Sigma-
Aldrich). Aprés 5 a 10 min, les neurones sont récoltés par grattage et centrifugés a
1000g dans des tubes de 15 mL (Sarsted). Le culot est resuspendu dans un tampon
RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.6, 1% (v/v) Nonidet P-40, 0,5% (v/v)
désoxycholate, 0,1% (v/v) sodium dodécylsulfate (SDS) (tous de Sigma-Aldrich))
contenant 1 mM orthovanadate de sodium, 1 mM de NaF et 1/300 de cocktail-1
d’inhibiteurs de protéases (Sigma-Aldrich). Les suspensions sont incubées durant 30
min a 4°C puis centrifugées a 14000g 10 min a 4°C dans une microcentrifugeuse
Eppendorf 5415C. Les surnageants obtenus sont dosé€s en protéines puis conservés a
-20°C.
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2.3 Electrophorése et immunobuvardage

2.3.1 Klectrophorése dénaturante sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)

A chaque échantillon est ajouté du tampon échantillon (62.5 mM Tris-HCI pH
6.8, 5% (v/v) glycérol, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoéthanol et 6.2% (p/v) bleu
de bromophénol) avant d’étre chauffés a 100°C durant 3 min puis clarifiés par
centrifugation. Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide de
6% (reeline) ou 10% en présence de SDS. Les échantillons des gels de 6% migrent 35
min & 85 V puis 1h30 a 150 V. Les autres échantillons (gels de 10%) migrent 15 min
a 100 V puis 1h15 a 150 V. La migration s’éffectue dans un tampon d’électrophorése
(1% (p/v) SDS, 3% (p/v) Tris et 14% (p/v) glycérine) dans un Mini-Protean TetraCell
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Californie, USA). Dans le cas des échantillons
chargés sur les gels de 10%, un mélange de marqueurs de poids moléculaire (de 22 a
235 kDa ; Bio Basic Inc., Ontario, Canada) est utilisé.

2.3.2 EKlectrotransfert

A la fin de la migration des échantillons, les gels de polyacrylamide sont
€quilibrés dans un tampon de transfert (10 mM Tris, 96 mM glycine, 0.01% SDS et
20% (v/v) méthanol) durant 5 min puis déposés sur des membranes de polyvinylidéne
difluoré (PVDF) (Boehringer-Mannheim, Montréal, Québec, Canada). Ces
membranes ont d’abord été activées 1 min dans du méthanol, lavées dans de 1’eau
nanopure, puis équilibrées au moins 15 min dans du tampon de transfert. Le montage
gel et membrane de PVDF est installé dans un systéme demi-sec Trans-blot SD (Bio-
Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA). Le transfert s’effectue durant 35 mina 15V
(1-2 gels) ou a 20 V (3-4) gels. Une fois le transfert terminé, les membranes sont
baignées au moins lh dans un tampon de blocage constitué de tampon Tris salin-

Tween 0.1% (TBS-Tw: 150mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.1% (v/v) Tween
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(Sigma-Aldrich)), supplémenté avec 3% (p/v) lait écrémé en poudre ou 3% (p/v) de

d'albumine sérique bovine (BSA), sous agitation douce.

2.3.3 Immunobuvardage

Suite au blocage, les membranes sont lavées quatre fois 15 min avec du TBS-
Tw, puis incubées au minimum lh avec un anticorps primaire (Tableau 2.2). Les
membranes subissent ensuite des €tapes de lavage comme précédemment avant d’étre
incubées avec un anticorps secondaire conjugué a la peroxydase du raifort (HRP)
(Tableau 2.3). Les membranes sont ensuite lavées. La détection se fait par
chimioluminescence en incubant les membranes dans 2 mL du réactif Immobilon
Western Chemiluminescence HRP Substrate (Millipore, Nepean, ON, Canada)
pendant 1 min puis en les exposant a un film HyBlot CL (Denville Scientific Inc.,
Toronto, ON, Canada) ou par le systéme d’imagerie Fusion FX7 (MBI, Montréal, Qc,
Canada). Les analyses densitométriques sont effectuées avec le logiciel Imagel

(Wayne Rasband National Institutes of Health, USA).
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Tableau 2.2 Liste des anticorps primaires utilisés pour les immunobuvardages

Antigéne Dilution et tampon Hote Source

1/1000 Souris Millipore
Reeline Signal boost (monoclonal (MAB B

1% sérum de chevre IgG) Rl STl

1/200 Popin

TBS-Tw 0.1%, Santa Cruz
ol BSA 3%, §P°Gl)y clonal g0 9116)

NaN3 0.1% :

1/1000 ot

TBS-Tw 0.1%, Cederlane
NF-M BSA 3%, gm((}nll;)clonal (2838)

NaN3 0.1% €

1/400 Souris

TBS-Tw 0.1%, Sigma-Aldrich
GFAP BSA 3%, gmé);loclonal (G3893)

NaN3 0.1% g

1/10 000 Souris

2 TBS-Tw 0.1%, Sigma-Aldrich

B-Actine BSA 3%, %m((});loclonal (A5441)

NaN3 0.1% g

1/1000 Lapin Dako, Mississauga,
CP TBS-Tw 0.1%, (polyclonal Ontario, Canada

BSA 3%, IgG) (A0031)

NaN3 0.1%

Abcam (Toronto, ON, Canada), Millipore (Billerica, MA, USA), R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) et Sigma-Aldrich (Mississauga, ON, Canada). Le signal
boost est obtenu chez EMD Millipore (Etobicoke, ON, Canada).
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Tableau 2.3 Liste des anticorps secondaires utilisés pour les

immunobuvardages
Anticorps Dilution et tampon Hoéte Source (no. catalogue)
HRP-anti 1/2500 Chévre Jackson Immuno
Souﬁ;antl B TBS-Tw 0.01%, (IgG) Research Laboratories
3% BSA (115-035-062)
HRP-anti 1/2500 Chévre Jackson Immuno
a in—antl (e TBS-Tw 0.01%, (IgG) Research Laboratories
P 3% BSA (711-035-152)

Les produits de Jackson Immuno Research Laboratories sont distribués par Cedarlane
Laboratories (Burlington, ON, Canada).

24 Dosage des protéines

Les protéines ont été dosées par une micro-méthode utilisant 1’acide
bicinchonique (BCA) (Pierce Chemical, Rockford, Illinois, USA). Le réactif est
préparé selon les recommandations du fabricant. Un volume de 150 pl d'échantillon
est mélangé a 150 pl de réactif dans des puits d'une plaque de 96 puits. Apres une
incubation de 2 h a 37°C, I’absorbance est lue a4 562 nm a l’aide d’un
spectrophotométre Beckman DU-6 (Beckman, Mississauga, Onatario, Canada). La

courbe d'étalonnage est faite avec du BSA.

2.5 Purification de la CP

La purification de la CP se fait & partir de 10L de sang de beeuf selon le
protocole originellement développé par 1’équipe du Dr. Mateescu (Mateescu ef al.,
1999 ; Wang et al., 1994). Suite au prélevement (Boucherie-abattoir Tarte Enr.,
Marieville, Québec, Canada), le sang est recueilli dans 1L une solution de citrate de

sodium 2,5% afin de limiter 1’apparition de caillots sanguins. Ce mélange est ensuite
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centrifugé a4 deux reprises durant 20 min & 8000g, a 4°C. Les érythrocytes sont
éliminés et le plasma est alors précipité avec du sulfate d’ammonium a 35% de
saturation durant 2h & 4°C sous agitation, puis centrifugé durant 20 min a 10000g a
4°C. Le surnageant ainsi obtenu subit une nouvelle précipitation au sulfate
d’ammonium jusqu’a une saturation de 55% pendant 1h a 4°C sous agitation et est
ensuite centrifugé dans les mémes conditions. Le culot est resuspendu dans un
volume de 800 mL de tampon phosphate de potassium (Kpi) 10 mM a pH 7.2, puis
dialysé trois fois 10h dans 15L de ce méme tampon, et enfin centrifugé comme
précédemment. Le surnageant obtenu est ensuite déposé€ sur 50 a 60 ml de gel d’AE-
agarose qui a été équilibré dans une solution de Kpi 10 mM a pH 7.2. Le gel est lavé
avec 10 volumes de Kpi 20 mM & pH 7.2 puis avec 10 volumes de Kpi 30 mM a pH
7.2. L’élution s’effectue avec une solution de Kpi 200 mM a pH 7.2 et 1’éluat est
récolté par portion de 2 ml & un débit de 20 ml/min. Les fractions récoltées contenant
de la CP sont identifiables par leur couleur bleue. Les absorbances a 610 nm,
correspondant au cuivre de la CP, et 2 280 nm, correspondant aux protéines, sont
déterminées. Les échantillons qui posseédent un rapport d’absorbance 610/280 nm
supérieur ou é€gal a 0,04 sont conservés. La solution est ensuite diluée deux fois pour
diminuer sa concentration de Kpi, puis elle est concentrée en protéine par
ultracentrifugation sur des filtres d’une porosité de 5K (Spin-X® UF Concentrator,
Corning®). Finalement, un dosage de protéine est effectué sur 1’échantillon de CP -
afin de déterminer sa concentration et sa pureté est évaluée par (SDS-PAGE) et

coloration au bleu de Coomassie.

2.6 Statistiques

Les tests statistiques ont été effectués a 1’aide du logiciel GraphPad Prism

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA), en utilisant un test One-way ANOVA



couplé avec un test de Tukey ou Dunnett. Une valeur de P<0.05 a été utilisée pour

identifier des différences significatives.
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CHAPITRE III
RESULTATS

3.1 Analyse phénotypique de cultures a long terme de cellules P19
différenciées et traitées ou non avec de la CP

La différenciation des cellules P19 avec I’AR géneére d’abord des neurones,
puis des astrocytes. Avec le temps, les extensions neuritiques des neurones se
spécialisent en axones et en dendrites capables de synaptogénese (Cadet et Paquin,
2000 ; Staines et al., 1996). Sachant que la CP est présente a la surface d’astrocytes
dans le cerveau adulte et que sa présence est reliée a une augmentation de la reeline
300K dans les jeunes cultures de neurones P19 et dans le cerveau embryonnaire
(Ducharme et al., 2010), une premiere série d’expériences visait 4 déterminer si la
culture a long terme de cellules P19 différenciées, c’est-a-dire jusqu’a 1’apparition
d’astrocytes, était accompagnée d’une expression de la CP et d’une production de
reeline 300K. L’expression de marqueurs phénotypiques dans les extraits cellulaires a
donc €té analysée a J6, J8, J10 et J12 ainsi que I’expression de la CP et de la reeline
dans les milieux de culture. Ce profil temporel a été étudi€ dans des cultures témoins
et dans des cultures ayant recu de la CP a J4. Pour ces expériences, la densité
d’ensemencement a J4 a ét¢ adaptée a la durée de la culture. Ainsi, les cellules ont été
ensemencées a 100% (1,47 millions), 65%, 35% et 25% pour des récoltes a J6, J8,
J10 et J12 respectivement. De cette fagon, les cultures étaient & des confluences
similaires le jour de la récolte (Fig. 3.1A) et elles n’ont pas été dérangées par des
trypsinisations ou des changements de milieux durant toute la durée de la culture. Les
marqueurs phénotypiques ont été NF-M pour les neurones, GFAP pour les astrocytes

et SYP pour la capacité de production des synapses.



46

Dans les cultures de contréle (Ctl), les neurones sont toujours présents de J6 a
J12 comme le montre 1’expression du marqueur NF-M (Fig. 3.1B et D).Les niveaux
de NF-M baissent aprés J6 a cause, tout d’abord, de 1’apparition de fibroblaste. Les
astrocytes commencent a apparaitre 2 J10 et leur proportion en culture augmente
fortement a J12. On peut trouver curieux que les niveaux du marqueur NF-M ne
diminuent pas avec 1’augmentation de GFAP. Cela pourrait étre dii a la présence de
neurites plus longs ou de plus fort calibre (Fig. 3.1A). Les neurofilaments sont des
éléments du cytosquelette stabilisateurs des neurites, qu’ils soient axones ou dendrites
(Harrison, 1994). Dans les cultures neuronales P19, chaque neurone exprimerait plus
de NF-M avec le temps en relation avec le développement de connexions
synaptiques. La forte expression de SYP a J10 et J12 (Fig. 3.1B et D) appuie cette
hypothése ainsi que 1’établissement d’un réseau de projections cellulaires (Fig 3.1A
Ct1J10 et J12)

Des résultats d’immunobuvardages, non présentés, ont montré que la CP
n’était pas détectable de facon endogeéne dans les extraits cellulaires ou dans les
milieux de culture de neurones Ctl de J6 a J12. L’ajout de CP exogéne ne semble pas
avoir d’effet sur I’expression des différents marqueurs. En effet, leurs niveaux
d’expression restent similaires entre les cultures témoins et celles traitées a la CP de
J6 4 J12. A J6, 1a reeline 300K est présente dans les cultures de neurones traitées a la
CP, mais tres faiblement dans les cultures Ctl (Fig, 3.1 C et D). Elle apparait dans les
cultures Ctl a partir de J8, donc avant I’apparition des astrocytes. Les niveaux de
reeline 300K augmentent graduellement au cours du temps, mais restent toujours plus
élevés dans les milieux des neurones traités a la CP(tendance de J6 a J10, significatif
aJi2).



47

J6 (100%)

Ctl

Cp

Figure 3.1

Morphologie et évolution de D’expression de marqueurs
phénotypiques et de la reeline dans des cultures de neurones P19
au long terme traitées ou non a la CP. (A) Photographies (100x) de
cultures de neurones P19 en absence (Ctl) ou en présence de CP (0,5
mg/ml). Les neurones sont ensemencés a différentes densités (100% =
1,47 millions dans un pétri tissulaire de 60 mm de diametre) afin
d’obtenir des confluences équivalentes entre les jours 6 et 12. La CP
est ajoutée a J4. Les fleches pointent vers des projections/connexions
neuritiques. (Suite a la page suivante).
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Figure 3.1  (Suite) (B) Inmunobuvardage du NF-M (160K), de 1a GFAP (55K) et

de la SYP (37K). La f-actine a été utilisée comme témoin de
chargement en protéines. (C) Immunobuvardage de la reeline 400K.
300K et 180K. L’anticorps G10 utilisé se fixe & un épitope de la
portion N-t de la reeline. (D) Analyse densitométrique (moyennes +
écarts moyens) d’au moins 3 études indépendantes pour les
immunobuvardages montrés en B et C. L’intensité de signal des
marqueurs GFAP, NF-M et SYP a été normalisée par celle de la 8-
actine correspondante, puis par rapport au contréle (Ctl) J12 de la
série. *** représente une différence significative par rapport au Ctl du
méme jour (p<0,005).
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3:2 Impact a long terme de la CP et du SBTL/aprotinine sur la
morphologie des cultures de neurones P19 et ’expression de la
reeline

Des cultures de neurones P19 ont été ensemencées en plus faible densité
(50%) au J4 afin de suivre leur évolution jusqu’au J12, sans passage ou changement
de milieu durant cette période. Elles sont traitées avec de la CP ou du SBTI et de
I’aprotinine (SBTL/aprotinine), deux inhibiteurs de protéases a sérine a large spectre.

La CP a aussi été combinée avec du SBTV/aprotinine.

Comme rapporté par Ducharme et al. (2010), les photos de J6 dans la figure
3.1A montrent que lorsque les neurones de J4 sont cultivés en présence de CP
pendant 48h, ils s’agrégent les uns aux autres et étendent peu de neurites,
contrairement aux neurones des cultures non traitées (Ctl) qui sont bien étalés et
étendent des projections neuritiques. Les projections sont moins visibles lorsque la
densité d’ensemencement est plus faible (Fig. 3.1A 100% et Fig. 3.2A 25%),
cependant les neurones traités avec de la CP demeurent moins étalés que les neurones
Ctl.

L’effet de la CP sur des cultures de plus longue durée a été analysé. Les
cultures de neurones P19 Ctl apparaissent bien étalées jusqu’a J8 et agrégées
lorsqu’elles sont traitées avec de la CP (Fig. 3.2A). A partir de J10, des ilots
rayonnants, ¢’est-a-dire des regroupement de neurones d’ou sortent de nombreuses et
longues extensions, apparaissent dans les cultures Ctl. Ces structures sont peu ou pas
visibles lorsque les cellules sont traitées avec de la CP. Lorsqu’il y a des
regroupements de cellules avec la CP, ils n’exhibent pas ou peu de projections
rayonnantes. Les ilots rayonnants commencent & apparaitre a J12 plut6t qu’a J10 dans

le traitement avec la CP. C’est aussi le cas dans la Figure 3.1A.

Des études précédentes ont montré que le SBTI/aprotinine pouvait inhiber

I’action agrégative de la CP ainsi que 1’effet de la CP sur la reeline 300K dans des
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cultures de jeunes neurones P19 (J6) (Salmi, 2015). Lorsque le SBTI/aprotinine est
ajouté seul dans les cultures neuronales, leur morphologie est similaire aux cultures
Ctl, les cellules sont bien étalées et les ilots rayonnants apparaissent 4 J10. Cependant
les structures rayonnantes sont moins nombreuses a J10 et J12. Lorsque les cultures
sont traitées avec de la CP et du SBTL/aprotinine, les neurones s’étalent d’avantage a
partir de J8, par rapport aux cultures contenant uniquement de la CP, et les structures
rayonnantes apparaissent a J12 (Fig. 3.2B).

Les résultats ne montrent pas de différence significative dans le profil
protéolytique de la reeline dans les cultures de neurones traitées avec du
SBTI/aprotinine comparativement au Ctl (Fig. 3.2C-E), méme si les niveaux totaux
de reeline semblent un peu moins élevés avec le SBTV/aprotinine. Cependant, le
SBTV/aprotinine diminue la génération de la reeline 300K observée dans le traitement
avec la CP aux jours 10 et 12 (Fig. 3.2 F — H). En outre, cette diminution de la reeline
300K s’accompagne d’une diminution de la reeline 180K (significatif & J12, tendance
a J10). Ces résultats montrent que le SBTI/aprotinine inhibent en partie les effets de
la CP sur la morphologie des cultures de neurones P19 et sur le profil d’expression de

la reeline au long terme.
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Figure3.2 Impact de la CP et du SBTV/aprotinine sur la morphologie et sur
I’expression de la reeline dans les cultures neuronales P19 de J6 a
J12. Les cultures neuronales P19 n’ont recu aucun traitement (Ctl) ou
ont été traitées avec de la CP (0,5 mg/ml) ou avec du SBT/aprotinine
(S/A : 100/30 pg/ml) depuis le J4 jusqu’au jour de la photographie.
Les cellules ont été ensemencées a J4 a une densité de 0,74 million
dans un pétri tissulaire de 60 mm de diametre. (A) Photographies
(100x) des cultures neuronales de J6 a J12 avec les différents
traitements. Les fleches pointent vers des ilots rayonnants. (B) Nombre
d’ilots rayonnants moyen pour 3 champs dans les cultures selon 3
études indépendantes. (Suite a la page suivante).
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Figure 3.2 (Suite) (C et F) Immunobuvardage de la reeline pour les traitements
indiqués. (D et G) Analyses densitométriques des formes 400K, 300K et
180K de la reeline (moyennes * écarts moyens) de 3 études
indépendantes. Les signaux sont normalisés par rapport a la reeline
400K de la culture Ctl a J12 (D) ou de la culture traitée avec de la CP a
J12 (G). Le symbole # représente une différence significative en

présence de S/A (## : p<0,01). (E et H) Analyses densitométriques de la
reeline 300K uniquement.
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33 Effet d’un milieu pré-enrichi en reeline sur la morphologie des
cultures neuronales P19

En considérant 1’apparition d’ilots rayonnants dans les cultures Ctl de
neurones P19 a partir du J10 (Figs. 3.1A et 3.2A), nous nous sommes demandé¢ si la
reeline pouvait €tre responsable de leur génération. En effet, la concentration de
reeline dans les milieux augmente fortement a partir de J10 (Fig. 3.2C et D). Pour
cela, des cultures de neurones P19 ont été incubées dans un milieu pré-enrichi en
reeline de J4 a J12. Ce milieu pré-enrichi représentait 25 ou 50% du volume total du

milieu de culture.

A 110, les ilots rayonnants commencent 4 apparaitre mais uniquement dans les
cultures Ctl, c’est-a-dire celles n’ayant pas re¢u de supplément de reeline (Fig. 3.3A).
A J12 ils sont présents en plus grand nombre dans les Ctl et commencent & apparaitre
dans les cultures pré-enrichies. Cependant, a J12 le milieu pré-enrichi semble étre
toxique pour les cellules puisqu’on observe des cellules flottantes, des cellules
arrondies et des débris cellulaires dans les cultures. Cette toxicité peut s’expliquer par
1’utilisation d’un milieu plus 4gé ayant accumulé des déchets cellulaires. Les résultats
observés de J6 a J10 suggerent que la reeline n’est probablement pas a 1’origine de la
formation des ilots rayonnants. La présence de toxicité a J12 ne permet pas de

conclure sur 1’absence de ces structures.

A J6 et 218, les niveaux de reeline sont plus élevés dans les milieux de culture
qui ont été préalablement pré-enrichis (Fig. 3.3B). A J10 les niveaux de reeline sont
relativement équivalents dans tous les milieux de culture. A J12, ils sont plus faibles
dans les milieux pré-enrichis, certainement a cause de 1’augmentation de 1a mortalité

des neurones.
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Figure 3.3  Effet d’un milieux enrichi en reeline sur la morpholgie et le profil
protéolytique de la reeline dans les cultures neuronales P19 de J6 a
J12. Un milieu pré-enrichi en reeline a 0% (Ctl), 25% (ME 25%) ou
50% (ME 50%) a été ajouté, a J4,a des cultures de neurones P19
ensemencés a une densité de 0,74 million. (A) Photographies (100x)
des cultures prises aux jours 6, 8, 10 et 12. (B) Immunobuvardage de la
reeline. Exemples de photographies et d’immunobuvardage
sélectionnés a partir de 3 études indépendantes.
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3.4 Effets de divers inhibiteurs de protéases sur le clivage de la
reeline

Les effets d’inhibiteurs de protéases sur le clivage de la reeline dans des
cultures neuronales P19 ont été étudiés entre les jours 6 et 8. En effet, a J6 les
neurones produisent de la reeline de 400K et 180K mais la reeline de 300K reste
encore quasiment inexistante alors qu’a J8, les 3 formes de la reeline sont détectables
(Fig 3.2F). De cette fagon, I’effet des inhibiteurs sur le clivage de la reeline sera
observable sur ces différentes formes. Pour cette série d’expériences, 1 million de
neurones sont ensemencés a J4 dans des pétris tissulaires de 60 mm afin d’obtenir une

confluence optimale a J8 et avoir une bonne production de reeline.

Dans cette série d’expériences, les niveaux de chaque forme de la reeline
(400K, 300K et 180K) ont été évalués par rapport au niveau total de reeline retrouvé
dans chaque culture. Cette fagon de quantifier est indépendante des variations dans
les chargements en protéines d’un échantillon a 1’autre, et indépendante des variations
dans la production totale de reeline d’un traitement a ’autre. Les variations dans la
production totale de reeline peuvent dépendre de variations dans la composition
cellulaire des cultures. En effet, les cultures neuronales P19 contiennent des
populations mixtes de neurones en plus de contenir, au-deld des J6-J7, des
fibroblastes et des cellules gliales. On ne sait pas dans quelle mesure les différents

traitements peuvent affecter la proportion de neurones producteurs de reeline.

En plus d’analyser 1’effet de chaque inhibiteur sur le profil d’expression de la
reeline, nous avons aussi pris des photos des cultures pour dépister tout effet toxique
important (en particulier, la présence de cellules flottantes). Différentes
concentrations ont été testées pour plusieurs inhibiteurs (Annexe 2 et Tableau A.1) et

celles qui ont montré un effet toxique important n’ont pas été conservées.
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3.4.1 Les inhibiteurs de métalloprotéases

Les inhibiteurs de métalloprotéases choisis sont la catéchine EGCG, un
inhibiteur de 1’activité des métalloprotéases de la famille ADAMTS, le picéatannol,
un inhibiteur sélectif des ADAMTS-4 et -5, ainsi que les chélateurs de métaux 1,10-
phénantroline et GM6001 (Jossin ef al., 2007 ; Krstic ef al., 2012). Seul le GM6001 a
déja été utilis€ sur des cultures de neurones additionnées de reeline recombinante
(Jossin et al., 2007), les autres inhibiteurs de métalloprotéases ont été employés sur
de la reeline recombinante in vitro ou avec des cellules non neuronales exprimant de

la reeline recombinante (Krstic et al., 2012).

Les micrographies des cultures de neurones ne montrent pas de différence

notable de morphologie entre les cellules traitées et les contrdles (Fig. 3.4A)

Le profil protéolytique de la reeline ne montre aucune différence entre les
cultures Ctl et les cellules traitées avec les inhibiteurs de métalloprotéases EGCG et
1,10-phénanthroline (Fig. 3.4B). Cependant les inhibiteurs picéatannol et GM6001
inhibent de fagon significative la production de reeline 300K, ainsi que de 180K dans
le cas du picéatannol a 12uM (Fig. 3.4C).
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EGCG 15 M EGCG 1,5 M PO 5 pM

PO 0,5 pM PIC 12 pM PIC 1,2 pM

Figure 3.4

Effet d’inhibiteurs de métalloprotéases sur la morphologie et sur le
profil protéolytique de la reeline des cultures neuronales P19. A J6,
les inhibiteurs mentionnés ont été ajoutés, aux concentrations
indiquées, dans les milieux de cultures de neurones P19. A J8, les
cultures ont été photographiées (100x) (A) et les milieux ont été
récoltés pour effectuer 1’analyse de la reeline par immunobuvardage
(B et C). Des exemples d’immunobuvardages sont montrés ainsi que
les résultats d’analyses densitométriques (moyennes + écarts-moyens)
d’au moins 3 études indépendantes. Pour chaque culture, I’intensité de
chaque forme de la reeline est rapportée sur 1’intensité du total des
trois formes de la protéine. Le symbole * représente une différence
significative par rapport au Ctl (* : p<0,05 ; **: p<0,01). PO : 1,10-
phénanthroline ; PIC : picéatannol. (Suite page suivante)
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3.4.2 Les inhibiteurs de protéases a sérine

Les inhibiteurs de protéases a sérine sélectionnés pour cette étude sont (a) des
inhibiteurs a large spectre : 1a combinaison SBTI et aprotinine (SBT/aprotinine), et le
Pefabloc, (b) un inhibiteur du tPA et de l’activateur du plasminogéne de type
urokinase (uPA): la serpine E1 (PAI-1), (¢) un inhibiteur du facteur X de la
coagulation sanguine : le Rivaroxaban, (d) un inhibiteur de 1’acétylcholinestérase : le
donépézil, (e) un inhibiteur de prolyl-endopeptidases : le S17092 et enfin (f) trois
inhibiteurs de convertases : le peptide 7B2 et les inhibiteurs de furine I et IT (FI-I et
FI-II).

La morphologie des neurones P19 reste trés similaire entre les cultures de
cellules traitées avec les inhibiteurs de protéases a sérine mentionnés et leur Ctl
respectif (Figs. 3.5A et 3.6A).

Le SBTI/aprotinine et le Rivaroxaban ont déja été utilisés sur des cultures de
jeunes neurones P19 (J4-J6) n’exprimant pas ou peu de reeline 300K. Ils ont inhibé
I’action stimulatrice de la CP exogeéne sur la génération de la reeline 300K
(Ducharme, 2013 ; Salmi, 2015). Plusieurs études ont montré que le tPA et uPA sont
des protéases capables de cliver la reeline au niveau de son site N-t et que le PAI-1
inhibe cette action. Cet inhibiteur a été utilis€ uniquement sur de la reeline
recombinante in vitro ou avec des cellules non neuronales exprimant de la reeline
recombinante (Krstic e al., 2012). Le PAI-1 n’a jamais été utilisé dans un contexte
neuronal. Les résultats de 1a Figure 3.5B montrent que le SBT/aprotinine, le PAI-1 et
Rivaroxaban n’ont pas modifié le profil protéolytique de la reeline dans les cultures

neuronales.

Le Pefabloc n’a pas fait 1’objet d’étude sur la reeline dans la littérature. C’est
un inhibiteur irréversible de protéases a sérine. Il a été sélectionné pour sa petite taille

(0,24 kDa). 11 peut diffuser plus facilement dans le milieu et a la surface des cellules
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que le SBTV/aprotinine (22/6 kDa) ou le PAI-1 (43 kDa), et étre moins spécifique que
le Rivaroxaban. La Figure 3.4C montre que le Pefabloc inhibe de fagon significative
la production de reeline 300K.

Le donépézil est utilis€ comme traitement de 1’Alzheimer. C’est un inhibiteur
de 1’acétylcholinestérase, une hydrolase ayant un site catalytique de protéase a sérine
(Kwon et al., 2014 ; Mancini et al., 2007). 1l agit aussi comme un inhibiteur de la
protéase BACE-1 (Mancini et al., 2007). Le donépézil est une molécule de petite
taille capable de s’introduire dans la pochette catalytique étroite et profonde de
I’acétylcholinestérase (Petrov, 2015). Il a été testé sur les cultures neuronales P19 en
supposant que le site catalytique de la protéase agissant sur le clivage de la reeline
pourrait avoir ces caractéristiques. Les résultats obtenus a la Figure 3.4D montrent
qu’il a un effet sur le clivage de la reeline. En effet, le traitement des cultures de
neurones P19 au donépézil montre une inhibition significative de la forme 300K de la

reeline.

Des études récentes ont montré que la reeline est clivée a son site N-t apres
une proline suggérant l’implication d’un membre de la famille des prolyl-
endopeptidases qui sont des protéases a sérine clivant apres des prolines (Cavasin et
al., 2004 ; Koie et al., 2014). Le S17092, un inhibiteur spécifique des prolyl-
endopeptidases, a été utilisé sur des cultures neuronales P19. Il a provoqué une

diminution du niveau de reeline de 300K de fagon significative (Fig. 3.4E).

La famille des convertase est composé de neuf protéases a sérine, dont la
furine, PACE4 et PC2. Ces protéases possedent un rdle important dans le
développement. En effet, un débalancement de leur niveau d’expression a été associé
a différentes pathologies, telles que des troubles neurologiques (Jeannotte ez al., 1997
; Poirier et al., 2006). De plus, les convertases PACE4 et PC2 sont exprimées dans le
modéele neuronal P19 (Jeannotte et al., 1997 ; Poirier et al, 2006). FI-I inhibe la
furine, PACE4, PC6, PC7¢t PC2 alors que FI-II inhibe la furine, PACE4 et PC1. Des
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études ont montré que seul FI-I inhibe le clivage N-t de la reeline, suggérant ainsi un
role possible de PC2 dans ce clivage selon Kohno, S. e al. (2009). Le peptide 7B2,
un inhibiteur spécifique de la convertase PC2 (Jeannotte ef al., 1997), a donc été
envisagé comme un bon candidat dans I’étude du clivage de la reeline. Les inhibiteurs
de furine ont déja été employés sur des cellules non neuronales exprimant de la
reeline recombinante ou sur des neurones corticaux primaires n’exprimant pas de
reeline 300K contrairement aux neurones P19 utilisés dans notre étude. Le peptide
7B2 n’a aucun effet sur ’expression des différentes formes de la reeline (Fig. 3.6B).
Néanmoins, FI-I inhibe la formation du fragment de 300K de la reeline, et aussi du
180K, accompagné d’une augmentation de la proportion de la forme de 400K, a la
concentration la plus élevée. FI-II provoque une inhibition significative du fragment
de 300K de la reeline uniquement. Finalement, Multi-Leu, qui est un inhibiteurs
spécifique de PACE4 (Couture ef al., 2015), a été utilisé sur des cultures de neurones
P19. En effet, comme FI-I et FI-II ont un impact sur le profil protéolytique de la
reeline, PACE4 apparait comme un bon candidat concernant le clivage de la reeline.
Multi-Leu semble diminuer légeérement la production de reeline de 180K (résultats

non montreés ; test effectué 2 fois dii a la quantité limité de ce peptide).

L’ensemble des résultats suggeére que des protéases a sérine auraient un réle
dans le clivage de la reeline. Cependant, aucun des inhibiteurs utilisés ici n’a permis |

d’obtenir une inhibition complcte.
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Ctl

SA 100/30 pg/ml  SA 200/60 pg/ml Rivaro 15 pM

Ctl Pef 100 pM ~ Pef250 pM Pef 500 pM

e

PAI 100 ng/ml

Ctl Done 10 pM Done 50 pM
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Figure 3.5  Effet d’inhibiteurs de protéases a sérine sur la morphologie et sur

Y

le profil protéolytique de la reeline des cultures neuronales P19. A
J6, les inhibiteurs mentionnés ont été ajoutés, aux concentrations
indiquées, dans les milieux de cultures de neurones P19. A J8, les
cultures ont été photographiées (100x) (A) et les milieux ont été
récoltés pour I’analyse de la reeline par immunobuvardage (B — E).
Des exemples d’immunobuvardages sont montrées ainsi que les
résultats d’analyses densitométriques (moyennes + écarts-moyens)
d’au moins 3 études indépendantes. Pour chaque culture, 1’intensité de
chaque forme de la reeline est rapportée sur ’intensité du total des
trois formes de la protéine. Le symbole * représente une différence
significative par rapport au Ctl (*: p<0,05 ; **: p<0,01). S/A:
SBTV/aprotinine ; Rivaro: Rivaroxaban ; PAI: PAI-1, inhibiteur
d’activateur du plasminogene ; Pef: pefabloc ; Done: donépézil.
(Suite & la page suivante)
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Figure 3.6  Effet d’inhibiteurs de convertases sur la morphologie et sur le
profil protéolytique de la reeline des cultures neuronales P19. A J6,
les inhibiteurs mentionnés ont été ajoutés, aux concentrations
indiquées, dans les milieux de cultures de neurones P19. A J8, les
cultures ont été photographiées (100x) (A) et les milieux ont été
récoltés pour effectuer 1’analyse de la reeline par immunobuvardage
(B). Des exemples d’immunobuvardages sont montrées ainsi que les
résultats d’analyses densitométriques (moyennes + écarts-moyens)
d’au moins 3 études indépendantes. Pour chaque culture, I’intensité de
chaque forme de la reeline est rapportée sur I’intensité du total des
trois formes de la protéine. Le symbole * représente une différence
significative par rapport au Ctl (*: p<0,05 ; **: p<0,01).
FI: inhibiteur de furine ; 7B2 : peptide 7B2
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3.4.3 Les autres inhibiteurs de protéases

Aucun des inhibiteurs testés pour les métalloprotéases et les protéases a sérine
n’a été capable d’inhiber complétement le clivage de la reeline a un des deux sites ou
aux deux sites de clivage. D’autres types de protéases ont des roles dans le
développement du SNC, et pourraient étre impliqués dans le devenir de la reeline.
Nous avons testé les inhibiteurs MG-132 et lactacystine, qui ciblent des activités de
protéases a cystéine et de protéases a thréonine respectivement et ont des effets sur la
mémoire a long terme chez les abeilles. Les deux inhibent le protéasome (Felsenberg
et al., 2014). L’inhibiteur de BACE-1/B-sécrétase est un inhibiteur spécifique de cette
protéase a aspartate. La B-sécrétase est connue pour cliver I’APP et participer a la
formation de fibres amyloides (Stachel ef al., 2004). La reeline peut interagir avec
I’APP a la surface des neurones. Cette liaison serait importante pour le
développement des neurites (Doehner et Knuesel, 2010 ; Knuesel, 2010 ; Sharaf et
al., 2015).

La morphologie des neurones P19 ne semble pas étre affectée par les

traitements avec ces différents inhibiteurs, de J6 a J8 (Fig. 3.7A).

La lactacystine n’a pas d’effet sur les niveaux relatifs des formes 400K, 300K
et 180K de la reeline. Le MG-132 inhibe de fagon significative la formation de la
forme de 300K (Fig. 3.7B). La proportion de reeline 300K apparait plus faible suite
au traitement avec l’inhibiteur de BACE-1, mais cela n’est pas statistiquement

significatif (Fig. 3.7C).

Les résultats obtenus avec le MG-132 et peut-étre ceux avec le BACE-1
suggerent que d’autres types de protéases pourraient jouer un réle dans le clivage de

la reeline, en plus des protéases a sérine et des métalloprotéases.
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Lact 0,1 pM Lact 1 pM

Figure 3.7

Ctl

BACE-1 BACE-1

Effet d’inhibiteurs d’autres types de protéases sur la morphologie
et sur le profil protéolytique de la reeline des cultures neuronales
P19. A J6, les inhibiteurs mentionnés ont été ajoutés, aux
concentrations indiquées, dans les milieux de cultures de neurones
P19. A J8, les cultures ont été photographiées (100x) (A) et les milieux
ont ¢été récoltés pour effectuer 1’analyse de la reeline par
immunobuvardage (B et C). Des exemples d’immunobuvardages sont
montrées ainsi que les résultats d’analyses densitométriques
(moyennes + écarts-moyens) d’au moins 3 études indépendantes. Pour
chaque culture, I’'intensité de chaque forme de la reeline est rapportée
sur I’intensité du total des trois formes de la protéine. Le symbole **
représente une différence significative par rapport au Ctl (** : p<0,01).
Lact : lactacystine ; BACE-1 : inhibiteur de BACE-1. (Suite a la page
suivante)
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3.44 Combinaison d’inhibiteurs

Différents types de protéases semblent impliqués dans le clivage de la reeline,
principalement des métalloprotéases et des protéases a sérine (Tableau 3.1).
Cependant, aucun inhibiteur utilisé individuellement n’a été en mesure d’inhiber
totalement ce clivage. L association de différents types d’inhibiteurs dans des cultures

de neurones P19 pourrait induire une inhibition plus efficace.

Le GM6001 ainsi que les inhibiteurs de la furine sont les inhibiteurs qui ont
montré la plus grande inhibition du clivage de la reeline et appartiennent & deux
catégories d’inhibiteurs différentes. Ils ont alors été utilisés conjointement dans des
cultures de neurones (Fig. 3.8). Il est intéressant de noter que la furine est un
activateur de métalloprotéases (Krstic ef al., 2012). La morphologie des cellules, est
similaire entre le Ctl et le traitement avec GM6001 + FI-II (Fig. 3.8A). Cependant, la
combinaison du GM6001 avec le FI-I semble légérement toxique, 1’étalement
cellulaire est moindre a J8 (Fig. 3.8A), et le niveau de reeline total diminue (Fig.
3.8B). La proportion de reeline 400K est plus élevée et celle de 180K plus faible dans
les milieux de culture avec les deux traitements, et significativement avec le FI-L
Néanmoins, la proportion de reeline 300K reste inchangée entre les différentes
combinaisons et le Ctl (Fig. 3.8B immunobuvardage). Ces résultats montrent que la
combinaison du GM6001 avec un inhibiteur de furine modifie I’expression de la
reeline dans les milieux de cultures neuronaux, mais différemment de lorsqu’ils sont
utilisés séparément. En effet, lorsqu’ils sont utilisés seuls, c’est la production du
fragment de 300K qui est inhibé, alors que les combinaisons entrainent 1’inhibition de
la forme de 180K.

Le cocktail-1 d’inhibiteurs de protéases (CIP) de Sigma-Aldrich cible
plusieurs types de protéases. Il contient de 1’aprotinine et du péfabloc, deux
inhibiteurs de protéases a sérine, ainsi que des inhibiteurs de protéines a cystéine (le

E-64 et 1a leupeptine), un inhibiteur de protéases a aspartate (la pepstatine) et enfin un
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inhibiteur d’aminopeptidases (la bestatine). I1 a été utilisé sur des cultures de
neurones P19. Les concentrations utilisées ont été établies dans un premier temps par
rapport aux concentrations d’aprotinine déja testées puis ajustées selon leur toxicité
sur les cultures neuronales. Aux concentrations utilisées, le cocktail d’inhibiteurs de
protéases n’a affecté ni la morphologie des cellules P19 ni le profil protéolytique de
la reeline (Fig. 3.9).
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Tableau 3.1 Pourcentage d’inhibition du clivage de la reeline avec différents
inhibiteurs de protéases sur des cultures de neurones P19.

%o inhibition

Cibles Inhibiteurs
300K 180K
GM-6001 631
1,10-Phénanthroline
Métalloprotéases
Picéatannol 508 40+ 8
Catéchine EGCG
SBTI/Aprotinine
Général
Pefabloc 40+ 15
Peptide 7B2
Convertases Inhibiteur-1 de furine 44+ 10 22+10
Protéases a Inhibiteur-2 de furine 67+7
sérine
tPA, uPA Serpine E1
Facteur X Rivaroxaban
Acétylcholinestérase Donépézil 46+ 3
Prolyl endopeptidases  S17092 59+14
Protéases a cystéine (protéasome) MG-132 sijeslil
Protéases a thréonine (protéasome) Lactacystine

Protéases a aspartate (B-sécrétase)

Inhibiteur de BACE-1

Les pourcentages d’inhibition sont indiqués pour les concentrations d’inhibiteurs qui
ont provoqué les plus fortes inhibitions uniquement.
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Effet de la combinaison d’un inhibiteur de métalloprotéase avec
un inhibiteur de convertases sur la morphologie des cultures de
neurones P19 et sur le clivage de la reeline. A J6, les inhibiteurs
mentionnés ont été ajoutés, aux concentrations indiquées, dans les
milieux de cultures de neurones P19. A J8, les cultures ont été
photographiées (100x) (A) et les milieux ont été récoltés pour effectuer
I’analyse de la reeline par immunobuvardage (B). Des exemples
d’immunobuvardages sont montrés ainsi que les résultats d’analyses
densitométriques (moyennes + écarts-moyens) d’au moins 3 études
indépendantes. Pour chaque culture, I’intensité de chaque forme de la
reeline est rapportée sur I’intensité du total des trois formes de la
protéine. Le symbole * représente une différence significative par
rapport au Ctl (* : p<0,05). FI : inhibiteur de furine ; GM : GM6001
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Figure 3.9  Effet d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases et de convertases sur
la morphologie des cultures de neurones P19 et le clivage de la
reeline. A J6, un cocktail d’inhibiteurs de protéases a été ajouté dans
les milieux de cultures de neurones P19. A J8, les cultures ont été
photographiées (A) et les milieux ont été récoltés pour effectuer
I’analyse de la reeline par immunobuvardage (B). un exemple
d’immunobuvardage est montré ainsi que les résultats d’analyses
densitométriques (moyennes * écarts-moyens) d’au moins 3 études
indépendantes. Pour chaque culture (ou chaque piste sur le gel),
I’intensité de chaque forme de la reeline est rapportée sur I’intensité du
total des trois formes de la protéine. CIP : cocktail-1 d’inhibiteurs de
protéases de Sigma-Aldrich. Aprotinine 0,092 pM correspond a
0,6 pg/ml.



CHAPITRE IV
DISCUSSION ET CONCLUSION

La reeline, une protéine de 400K, est indispensable au bon positionnement des
neurones durant le développement embryonnaire et posséde aussi un réle important
dans le cerveau adulte, notamment au niveau de la mémoire a long terme. On la
retrouve sous forme de fragments incluant les fragments de 300K et de 180K
possédant ’extrémité N-t native. En effet, la reeline peut étre clivée in vivo a deux
sites (N-t et C-t), mais les protéases responsables de ces clivages restent peu connues.
Un des objectifs de cette étude a été d’identifier ces protéases afin d’aider & mieux
comprendre les mécanismes de formation et le role physiologique des fragments de la
reeline dans le développement du systéme nerveux. Le modéle de cellules souches
embryonnaires P19 de souris a été utilisé dans cette étude. En effet, il constitue un
excellent modele pour I’étude de la différenciation et du développement
neuroectodermal car ces cellules peuvent se différencier en neurones représentatifs de

ceux retrouvés dans SNC et ils sont en mesure de produire de la reeline.

Nous avons trouvé que les cultures neuronales P19 nouvellement différenciées
produisent de la reeline de 180K, puis, plus tard, de la reeline de 300K. Ces fragments
sont générés durant la période ou les cultures sont fortement enrichies en neurones et
contiennent peu ou pas d’astrocytes. Les neurones naissants expriment donc une ou

des protéases capables de cliver la reeline a ses deux sites.

Nous avons testé I’effet d’inhibiteurs de différentes classes de protéases sur le
clivage de la reeline dans les cultures enrichies en neurones. Des inhibiteurs de
métalloprotéases, de protéases a sérine et de protéases a cystéine ont inhibé, parfois

jusqu’a 50%, la génération des formes de 300K et de 180K de la reeline. Cependant,
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aucun inhibiteur de protéases testé n’a pu inhiber complétement le clivage de la
reeline (Tableau 3.1).

La CP, une ferroxydase, stimule la génération de la reeline 300K dans les
cultures neuronales P19 par des mécanismes non encore compris. Lorsqu’elle est
ajoutée aux cultures, elle semble retarder I’apparition d’ilots cellulaires exhibant un
réseau rayonnant de neurites. Cependant, il est difficile de connaitre 1’impact d’un
milieu pré-enrichi en reeline (400K, 300K et 180K) selon la méthode
d’enrichissement que nous avons utilisée. En effet, ce milieu pré-enrichi a induit de la

toxicité dans les cultures.

4.1 Profil temporel du clivage de la reeline dans les cultures de
neurones P19

Le niveau de chaque forme de la reeline change durant le développement
embryonnaire (Ducharme, 2013) ainsi que dans certaines maladies. Un changement
dans les niveaux relatifs des différentes formes de la reeline (400K, 300K et 180K) a
été relié a différentes maladies neurologiques. En effet, par exemple chez les patients
autistes, le niveau de reeline 400K est plus faible dans certaines parties du cerveau
que chez des sujets sains. Alors que chez des patients atteints d’Alzheimer, c’est le
niveau de reeline 180K qui apparait plus €levé que la normale (Fatemi, 2005). Le role
physiologique des fragments in vivo est peu compris. Le fragment de 300K, capable
de se lier aux récepteurs ApoER2 et VLDLR, pourrait agir a plus longue distance que
la forme native 400K car il diffuse plus facilement (Jossin et al., 2007 ; Jossin et al.,
2004). Le fragment 180K ne posséde pas la portion centrale de la protéine capable de
se lier aux récepteurs. Néanmoins, il contient la séquence de reeline qui favorise la
formation de dimeres ou d’oligomeres de reeline menant a une activation plus
efficace des voies de signalisation. Une augmentation de reeline 180K pourrait

engendrer la formation d’oligomeéres plus courts ou moins efficaces.
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Des études effectuées chez la souris montrent que les fragments de 300K et de
180K apparaissent deés que la reeline est exprimée dans le cerveau embryonnaire, au
jour embryonnaire 12.5 (Ducharme, 2013). Cependant, le type de cellules produisant
la ou les protéases responsables du clivage de la reeline, a ce stade du développement
du cerveau, est encore inconnu. Les résultats de la Figure 3.1 montrent que, dans les
cultures neuronales P19, 1’apparition des astrocytes est détectable uniquement a partir
de J10 et augmente fortement 4 J12. Le modéle révéle que des protéases de clivage de
la reeline peuvent étre d’origine neuronale. En effet, les formes de 400K et 180K sont
présentes dés le J6 et la forme de 300K est détectable dés le J8. Le modele P19 se
distingue donc d’autres modeles de neurones ou l’espéce 300K est peu ou pas
détectable (Annexe 1 et Fig. A.1)

4.2 Impact d’inhibiteurs de différentes classes de protéases sur le
profil protéolytique de la reeline

L’étude des protéases responsables du clivage de la reeline est relativement
récente. Les premiers travaux publiés par De Rouvroit et al. (1999) ont montré
I’implication possible de métalloprotéases dans le clivage N-t de la reeline grace a
’utilisation d’inhibiteurs de protéases. Presque 10 ans plus tard, une autre étude
suggére aussi un rdle de métalloprotéases dans le clivage N-t de la reeline par
’utilisation du GM6001 (Jossin et al., 2007). Ensuite, ce sont les convertases qui
attirent I’attention de 1’équipe d’Hattori (Kohno, S. et al, 2009). En effet, cette
équipe a montré que 1’inhibiteur FI-I pouvait inhiber le clivage N-t de la reeline.
Ensuite, Krstic et al. (2012) montrent, dans des €tudes in vitro, que le tPA, une
protéase a sérine, est capable de cliver le site C-t de la reeline et que les
métalloprotéases ADAMTS-4 et -5 sont en mesure de cliver les sites N-t et C-t de la
reeline. Enfin, Trotter et al. (2014) confirme que le tPA peut cliver la reeline en son

site C-t par 1’utilisation d’un inhibiteur spécifique, le PAI-1, in vitro. Cependant, des
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études effectuées sur des souris knockout pour le tPA n’ont montré aucune différence
dans les niveaux de la reeline et de ses fragments dans le cerveau adulte (Trotter et
al., 2014). Le tPA n’aurait pas d’impact sur le clivage de la reeline dans des
conditions basales, il agirait sur la reeline seulement dans le cas d’activité synaptique

intense.

Les sites précis du clivage de la reeline ont été déterminés récemment. Le site
de clivage N-t est situé entre la Proline 1244 et 1’Alanine 1245 (Koie et al., 2014) et
le site de clivage C-t, est situé entre les domaines de répétition VI et VII, entre
I’Alanine 2688 et 1’Aspartate 2689 (Sato et al., 2015). Les méprines a et B, deux
métalloprotéases de la famille des metzincines (Broder et Becker-Pauly, 2013), sont
capables de cliver le lien Ala2688-Asp2689 de la reeline in vitro. Cependant, in vivo,
méme si ces méprines sont présentes dans le cervelet, le blocage de leur activité a peu
d’impact sur le clivage de la reeline (Sato et al., 2015). Les méprines a et f rejoignent
le groupe des modulateurs potentiels de la reeline. Nos résultats, avec des inhibiteurs
de protéases, sont rapportés dans le Tableau 4.1. Comme dans les autres travaux
publiés utilisant des cultures de neurones ou des tranches de cerveaux, la génération
de reeline 180K est diminuée par ’effet d’inhibiteurs de métalloprotéases et de
convertases dans les neurones P19. Dans le cas de la reeline 300K, une ou des
protéases & cystéine et une ou des protéases a sérine, en plus des convertases,
pourraient aussi étre impliquées. Il s’agirait possiblement d’une protéase a sérine dont
le site catalytique pourrait avoir des dimensions particuli¢res ou dont la localisation a
la membrane le rend plus difficile d’acces. En effet, la combinaison SBT/aprotinine
et le pefabloc sont des inhibiteurs a sérine a large spectre, mais seul le péfabloc a
provoqué I’inhibition du clivage de la reeline. Le péfabloc, un inhibiteur de taille plus
petite, pourrait donc agir sur un plus grand nombre de protéases (Barelli et al., 1999 ;
Bellemere et al., 2003 ; Bellemere et al., 2005 ; Egger et al., 2003). Le S17092, un
inhibiteur de protéases a sérine a empéché le clivage de la reeline de fagon

significative. C’est un inhibiteur spécifique des prolyl-endopeptidases. De plus, il est
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connu comme ayant un potentiel thérapeutique concernant les pertes de mémoire dans
le cas de maladies neurodégénératives (Barelli et al., 1999 ; Bellemere et al., 2003 ;
Bellemere et al., 2005). Selon 1’équipe de Koie ef al. (2014), le site de clivage N-t de
la reeline est situé apres une proline. Les résultats attendu étaient donc une
diminution du niveau de reeline de 180K, mais c’est le niveau de reeline de 300K qui
a diminué. Ces résultats peuvent s’expliquer par la présence de plusieurs Proline trés
proches du site de clivage C-t, aux positions 2687 et 2692. En effet, il pourrait exister
plusieurs sites trés rapprochés de clivages de la reeline, et leur sélection pourrait
dépendre du contexte biologique dans lequel sont exprimées les protéases (ex:
régions du cerveau, état d’activité de neurotransmission). Ces sites étant trés proches
les uns des autres, aucune différence dans la taille des fragments ne pourrait étre

détectée par immunobuvardage.

Peu d’inhibiteurs ont influencé le clivage de la reeline et aucun inhibiteur n’a
pu inhiber complétement ce clivage. De plus, 1’ensemble des résultats obtenus sont
généralement moins prononceés que ceux retrouvés dans la littérature (Tableau 4.1).
Ces divergences peuvent s’expliquer par des conditions expérimentales différentes.
En effet, le contexte environnemental n’est pas le méme lorsque la reeline est isolée
et étudiée in vitro, transfectée dans différents types cellulaires non neuronaux, ou
encore étudiée dans des cultures de neurones (sous forme recombinante ou
endogéne). Lorsque la reeline est isolée, elle n’est peut-étre pas complétement pure.
En effet, elle est enrichie par chromatographie de milieux de cultures (cellules
transfectées ou neurones corticaux) sur Héparine Sépharose la plupart du temps
(Hisanaga et al., 2012 ; Kohno, S. et al., 2009 ; Koie et al., 2014). Dans un contexte
neuronal, il peut exister des cascades protéolytiques compensatoires permettant ainsi
le clivage de la reeline malgré 1’utilisation d’un inhibiteur particulier. Il y a, en outre,
des différences au niveau des concentrations d’inhibiteurs utilisées. En effet, elles
sont généralement beaucoup plus fortes dans la littérature. Les étude in vitro

permettent effectivement I’utilisation de fortes doses d’inhibiteurs qui s’aveérent



79

toxiques in vivo. De plus, les neurones sont probablement plus sensibles que des
cellules cancéreuses ou des cellules de rein, qui sont souvent utilisées comme modele
d’étude du clivage de la reeline. Plusieurs inhibiteurs ont été utilisés durant un laps de
temps plus court avec d’autres types de modeles cellulaires. Dans notre cas, il est
nécessaire de laisser les neurones P19 en contact avec les inhibiteurs durant 48h afin

de permettre aux neurones d’accumuler les différentes formes de la reeline.

Nous avons ensuite décidé d’utiliser un inhibiteur de métalloprotéases
combiné avec un inhibiteur de protéases a sérine afin d’obtenir une meilleure
inhibition du clivage de la reeline (Fig. 3.9). Pour cela, le GM6001 est utilisé avec le
FI-I ou avec le FI-II. Ces combinaisons d’inhibiteurs ajoutés aux cultures neuronales
provoquent 1’inhibition de la production de la reeline 180K et non de la reeline 300K,
contrairement a leur effet lorsqu’ils sont utilisés seuls. De la méme fagon, Koie et al.
(2014) ont montré que lorsqu’ils inhibent le clivage N-t de la reeline dans des cultures
de neurones primaires corticaux, par mutation du site de clivage, ils augmentent les

niveaux de la reeline de 400K mais aussi de 1a reeline de 300K.

L’utilisation d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (CIP), composé d’un
mélange d’inhibiteurs de protéases a sérine, a cystéine et a aspartate, n’a quant a lui
donné aucun résultat. Les concentrations de chaque inhibiteur ne sont probablement
pas suffisamment élevées pour induire une inhibition. C’est le cas du Pefabloc, par
exemple, qui a pu inhiber le clivage de la reeline de fagon significative a des
concentrations de 250 et 500 pM, mais dont la présence a 120 uM dans le cocktail
d’inhibiteurs de protéases ne lui permet pas d’avoir cet effet. Le grand nombre
d’inhibiteurs contenus dans le cocktail d’inhibiteurs de protéases rend difficile
’augmentation de la concentration utilisée dans les cultures de neurones sans induire
de la toxicité.. I1 faut que les inhibiteurs soient utilisés a des concentrations
suffisantes pour inhiber le clivage de la reeline sans provoquer de toxicité. Par

exemple, il n’a pas été possible d’employer le picéatannol en combinaison avec des
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inhibiteurs de furine car la toxicité devenait trop forte. Une diminution des
concentrations des inhibiteurs provoquait une absence d’inhibition du clivage de la

reeline.

L’utilisation d’inhibiteurs dans les cultures neuronales a ses limites. En effet,
certaines protéases n’ont pas d’inhibiteur spécifique pouvant étre utilisé en culture et
certains produits provoquent une grande toxicité rendant 1’interprétation des résultats
difficile. 11 serait intéressant d’utiliser des siRNA afin d’inhiber de fagon plus
spécifique 1’expression de protéases et ainsi observer leur implication dans le clivage
de la reeline. L’équipe de Hatada er al. (2008) a effectué des études de micropuces a
ARN sur de jeunes neurones P19 (J6) afin de connaitre les génes, incluant ceux des
protéases, surexprimés lors de la différenciation des neurones. De cette étude, Krstic
et al. (2012) n’ont relevé que les genes de protéases a sérine et de métalloprotéases,
ce qui méne déja a 42 protéases. Il faudrait y ajouter d’autres types de protéases

surexprimeées.

Une autre avenue serait d’essayer de purifier 1a ou les protéases responsables
du clivage de la reeline. Les deux sites de clivage de la reeline étant maintenant
connus, il serait possible de synthétiser de courts peptides contenant les sites de
clivage. Ces peptides serviraient de substrats pour doser les protéases qui hydrolysent
la reeline. Il serait alors possible de suivre ces protéases dans des procédés de
purification qui pourraient aider & leur identification. Contrairement aux préparations
de reeline, ces fragments seront dénués de contaminant. Il faudrait expérimenter la
purification de la (ou des) protéase(s) a partir de milieux de culture ainsi que

d’extraits cellulaires, avec des neurones P19 par exemple.
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Tableau 4.1 Résumé des résultats obtenus sur ’inhibition du clivage de la
reeline dans la littérature et dans cette étude.

Cibles Inhibiteurs Littérature ®  Résultats P19
GM6001 1180K 1300K
1,10-Phénanthroline 1300K [|180K =

Métalloprotéases ;

Picéatannol 1300K [{180K 300K |180K
Catéchine EGCG 300K | |180K =
SBTI/Aprotinine ® = —
Général
Pefabloc 1300K
Peptide 7B2 =
Convertases Inhibiteur-I de furine J300K |]180K  |300K }180K
Protéases Inhibiteur-1I de furine - 1300K
a sérine
tPA, uPA Serpine E1 1180K =
Facteur X Rivaroxaban ® =
Acétylcholinestérase Donépézil 1300K
Prolyl endopeptidases S17092 1300K

Protéases a cystéine (protéasome) MG-132 1300K

Protéases a thréonine (protéasome) Lactacystine =

Protéases a aspartate (§-sécrétase) Inhibiteur de BACE-1 =
GM6001 +
Inhibiteur-1 de furine '

Métalloprotéases + convertases
GMo6001 +

Inhibiteur-II de furine =

Eventail de protéases dCOthal,l K ALICRT =
€ protéases

® Tes résultats provienment d’études réalisées principalement sur la reeline
recombinante in vitro, sur des cellules non-neuronales exprimant la reeline
recombinante ou, plus rarement, sur des neurones exprimant une reeline endogéne
(Hisanaga et al., 2012 ; Jossin et al., 2007 ; Kohno, S. et al., 2009 ; Krstic et al.,
2012).

® Le SBTVaprotinine et le Rivaroxaban inhibent la génération de 300K dans les
cultures de neurones P19 seulement lorsque cette génération a été stimulée par un
traitement avec de la CP (Ducharme, 2013 ; Salmi, 2015).

Le symbole = indique aucun changement significatif dans le taux de génération de
reeline de 300K et de 180K ; || indique une inhibition plus importante que |.
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4.3 Implication de la CP dans le clivage de la reeline

La CP n’est pas nécessaire au clivage de la reeline dans le modéle P19, mais
son ajout stimule la génération de la reeline 300K. Ceci est en accord avec des études
antérieures effectuées sur des cerveaux de souris, durant la période de formation des
couches neuronales du cerveau. Elles ont montré que les cerveaux embryonnaires de
souris CP™" produisent de la reeline 300K mais en plus faible quantité (5 fois moins
environ) que ceux des souris sauvages (Ducharme, 2013). Ces résultats suggérent que
la CP pourrait étre responsable de ’activation d’une voie protéolytique provoquant le
clivage de la reeline. La CP possede des homologies de séquence avec les facteurs V
et VIII de la coagulation sanguine qui peuvent lier des protéases et ainsi participer a
’activation de cascades protéolytiques (Church et al., 1984). La CP pourrait, de la
méme fagon, lier et amener des protéases dans I’environnement de la reeline et ainsi

provoquer son clivage.

Les inhibiteurs qui ont empéché les actions de la CP sur le clivage de la
reeline (Ducharme, 2013 ; Salmi, 2015) n’ont pas eu d’effet sur le profil protéolytique
de la reeline dans les cultures de neurones Ctl. C’est le cas pour le SBT/aprotinine et
le Rivaroxaban. Ainsi, les protéases influencées par la CP pourraient étre différentes

de celles qui agissent sur la reeline en absence de CP.

Dans une autre étude, non présentée, ’analyse des milieux de culture
concentrés et des lysats cellulaires n’ont pas montré de présence de CP endogéne. Ces
résultats suggerent que la population d’astrocytes retrouvée entre les J6 et J12, dans
les cultures neuronales P19, ne produisent pas de CP. Ceci s’accorde avec le fait
qu’in vivo, tous les astrocytes ne synthétisent pas la CP , ce sont principalement les
astrocytes proches des vaisseaux sanguins et ceux au niveau des méninges qui

expriment cette protéine (Vassiliev et al., 2005).
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4.4 Aspects morphologiques des cultures neuronales P19

Une étude a montré 1’importance de I’ultime extrémité C-t de la reeline dans
le développement, puisqu’elle serait essentielle pour la croissance des dendrites ainsi
que pour le maintien de la zone marginale du cortex (Kohno ef al., 2015). L’étude de
la morphologie des neurones P19 montre une agrégation des neurones, lorsqu’ils sont
traités avec de la CP, depuis le J4 jusqu’aux jours 6 et 8 (Fig. 3.1) (Ducharme et al.,
2010 ; Maltais et al., 2003). Il y a moins de neurites dans les cultures traitées que
dans les cultures Ctl. Cependant, lorsque la morphologie est étudiée plus tardivement,
les cultures Ctl montrent 1’apparition d’ilots cellulaires exhibant des projections
rayonnantes a partir de J10, qui augmentent et grossissent a J12. Ces ilots ne sont pas
ou peu présents lorsque les cellules sont traitées avec de la CP. Ces résultats
suggérent que la CP pourrait, en stimulant le clivage de la reeline au site C-t, retarder
I’apparition des connexions neuritiques. Plus positivement, empécher une mise en

place trop précoce de connexions.

Des études ont montré que la reeline, lorsqu’injectée de fagon ectopique dans
le cerveau de souris, pouvait y provoquer la formation d’agrégats neuronaux (Kubo et
al., 2010). Dans le présent travail, les résultats des études effectuées avec des milieux
enrichis en reeline suggérent que la reeline ne serait pas responsable de la formation
de ces amas de cellules. Cependant, ’utilisation d’un milieu trop dgé pourrait avoir
affecté la viabilité des cellules sur le long terme et empécher 1’apparition de ces
structures, rendant ainsi 1’interprétation des résultats difficile. Notons aussi que la
proportion de fragments de reeline dans la préparation de reeline de Kubo ez al.
(2010) pourrait différer de celle de notre milieu pré-enrichi. La comparaison des
résultats obtenus devient alors difficile. Il serait intéressant de reproduire cette étude

en utilisant une reeline plus pure dans un milieu dépourvu de débris cellulaires.

Nous savons que de la CP dépourvue de cuivre, par dénaturation a la chaleur,

ne provoque pas d’agrégation chez de jeunes neurones P19 et que le SBTI/aprotinine
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peut inhiber 1’action de la CP sur 1’agrégation des neurones ainsi que sur le profil
protéolytique de la reeline (Ducharme et al., 2010 ; Maltais et al., 2003). De plus, des
études antérieures ont montré que la Ser,Cu, un petit composé a cuivre, provoque
aussi 1’agrégation des neurones P19 durant la période de J4 a J6 et cela, dans un
mécanisme qui peut aussi étre inhibé par du SBTL/aprotinine (Salmi, 2015). L’impact
de la Ser,Cu sur le profil de la reeline et la morphologie des cultures a long terme (au-
dela du J6), a été analysé et comparé a celui de la CP (Annexe 3 et Fig. A.2). Les
résultats ont montré que 1’apparition des ilots rayonnants semble retardée en présence
de Ser,Cu comme c’est le cas pour la CP. La morphologie des neurones suite au
traitement avec de la Ser,Cu est similaire a celle des cultures traitées avec de la CP
jusqu’a J12. Un réle des protéases d sérine dans la formation de ces structures est
donc a envisager. 1l serait intéressant de combiner la Ser,Cu avec du SBT/aprotinine.
Cependant, I’effet de la Ser,Cu sur ’expression de la reeline est différente de celle de
la CP. En effet, la production total de reeline en présence de Ser,Cu est plus faible et
la proportion de 300K ne semble pas plus grande par rapport au Ctl comme avec de la
CP. Ces résultats suggérent que la Ser,Cu n’a pas d’impact sur le clivage de la reeline
et ainsi que le cuivre ne serait pas suffisant pour activer des protéases impliquées

dans le clivage de la reeline.

La culture de neurones individuels ne permet peut-étre pas de comprendre
tous les impacts morphologiques de la CP, du cuivre et de la reeline. En effet,
I’environnement n’est pas aussi complet qu’in vivo, ou les neurones sont au contact
de divers types cellulaires incluant les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules
bordant les vaisseaux sanguins, et les fibres radiales gliales qui guident la migration
neuronale. Par exemple, on ne sait pas s’il existe des cellules gliales radiales dans nos
cultures. L’utilisation d’un marqueur comme la vimentine pourrait nous permettre de
déterminer la présence ou 1’absence de ces cellules dans le modele P19 (Rakic, 2003).

De plus, I'utilisation de tranches de cerveau pourrait étre une méthode plus adaptée,
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plus compléte afin de déterminer les protéases responsables du clivage de la reeline

dans un contexte développemental.

4.5 Conclusion

Le modele P19 s’est avéré étre un excellent modele d’étude de la reeline
puisqu’il est en mesure de produire naturellement des protéases capables de cliver la
reeline au niveau de ses deux sites de clivage. Cette étude nous a permis de confirmer
et de découvrir I’implication de plusieurs types de protéases, dont des protéases a
sérine (clivages N-t et C-t), des métalloprotéases (clivages N-t et C-t) et des protéases
a cystéine (clivage C-t), dans le processus de clivage de la reeline dans un contexte
développemental. De plus, 1’apparition tardive des astrocytes dans les cultures de
neurones a permis de déterminer que des protéases d’origine neuronale peuvent cliver
la reeline. Finalement, la CP n’est pas essentielle au clivage de la reeline, mais sa
présence est associée a une plus grande production de la reeline 300K aussi bien ex
vivo (ajout de CP exogene a des cultures de neurones P19) qu’in vivo (comparaison
de cerveaux embryonnaires de souris de type sauvage et CP™ dans une étude

antérieure)



ANNEXES

ANNEXE 1 EXPRESSION DE LA REELINE DANS DES CULTURES
DE NEURONES, OU DES EXTRAITS DE CERVEAUX
SELON DES DONNEES PUBLIEES

Certaines équipes de recherche, peu nombreuses, ont utilisé des cultures de
neurones comme modele d’étude afin de déterminer les protéases responsables du
clivage de la reeline. L’analyse du profil protéolytique de la reeline montre pas ou
peu de présence de reeline de 300K dans les modeles utilisés, durant la période
étudiée (Fig. A.1A et B). Néanmoins, on commence a voir |’apparition de la reeline
300K dans des cultures de neurones P19 de J6 (48h ; Fig. A.1C). Cette espéce est
bien présente dans le cerveau de rat adulte (Fig. A.1D). Ces résultats soulignent la

pertinence du modeéle P19, capable d’exprimer les trois formes de la reeline.
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Figure A.1 Immunobuvardages de la reeline dans des cultures de neurones ou
des extraits de cerveaux. Cultures de neurones corticaux primaires de
souris selon (A) Kohno, S. ef al. (2009) et Hisanaga et al. (2012). (C)

Cultures de neurones P19 de J4 (0’) a J6 (48h) et (D) extraits de
cerveau de rat selon Ducharme ez al. (2010).



ANNEXE 2 DETERMINATION DES CONCENTRATIONS
D’INHIBITEURS DE PROTEASES A UTILISER EN
CULTURE

Afin de déterminer les concentration d’inhibiteurs de protéases adéquates pour
traiter les cultures neuronales dans notre étude, plusieurs concentrations ont été
testées en se référant dans un premier temps aux doses retrouvées dans les
publications. Les modéles cellulaires et les techniques employées étant différents,
plusieurs concentrations ont di étre ajustées car elles se sont avérées toxiques pour
les cultures de neurones P19. Les concentrations finales utilisées sont les
concentrations les plus fortes n’ayant pas provoquées de toxicité. Afin de déterminer

cette concentration optimale, un intervalle de concentrations a été testé (Tableau A.1).
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Tableau A.1 Intervalles de concentrations d’inhibiteurs essayés sur des cultures
neuronales P19

Cibles Inhibiteurs Concentrations testées
GM-6001 5-80uM
1,10-Phénanthroline 0,5-50 uyM

Métalloprotéases
Picéatannol 0,6 — 60 pM
Catéchine EGCG 1,5-150 pM
SBTI/Aprotinine 100/30 — 200/60 pg/ml
Pefabloc 10 - 500 uM
Peptide 7B2 10 - 20 uyM
Inhibiteur-1 de furine 0,1-20 pM

Protéases a sérine
Inhibiteur-2 de furine 2-10 uyM

Serpine E1 100 — 500 ng/ml
Rivaroxaban 15-75 uM
Donépézil 0,1-100 pM
S$17092 5-100 pg/ml
Protéases a cystéine MG-132 0,01 - 10 pM
Protéases a thréonine Lactacystine 0,1-10uM
Protéases a aspartate Inhibiteur de BACE-1 1-20 uM
Eventail de protéases ) e 1-1/100

protéases




ANNEXE 3 IMPACT DE LA SER,CU SUR LES CULTURES
NEURONALES P19

Des études antérieures ont montré que la Ser,Cu, un petit composé a cuivre,
provoque 1’agrégation chez de jeunes neurones P19 (J6), comme le fait la CP (Salmi,
2015). Nous avons voulu étudier les effets au long terme (J6-J12) de la Ser,Cu sur la
morphologie des cultures de neurones P19 ainsi que sur le profil protéolytique de la

reeline, afin de déterminer un réle potentiel du cuivre sur ces actions.

La solution de Ser,Cu est préparée selon la méthode de Sarkar (Sarkar, 1999)
le jour méme de son utilisation avec les cellules. De la L-sérine et du CuCl, sont
dissous, a des concentrations finales respectives de 2 M et 1M, dans de ’eau
contenant 0.9% (p/v) de NaCl. Le pH de la solution est ajusté a 7.4, puis la solution
est stérilisée par passage sur filtre de 0,2 pm. La solution de Ser,Cu est conservée a

I’obscurité et a 4°C.

Les résultats de la Figure A.2A montrent que la Ser,Cu a le méme effet que la
CP sur la morphologie des cultures de neurones jusqu’a J12. D’abord, aux J6 et J8 il
y a moins de projections neuronales dans les cultures CP et Ser,Cu que dans les
cultures Ctl. De plus, la Ser,Cu, comme la CP, empéche ou retarde 1’apparition des

ilots cellulaires exhibant des projections rayonnantes par rapport aux cultures Ctl
(Fig. A.2A et B).

Le profil protéolytique de la reeline (Fig. A.2C) montre que les cultures de
neurones traitées a la Ser,Cu produisent moins de reeline. La proportion de 300K
n’apparait pas supérieure avec ce traitement. La présence de Ser,Cu n’augmente donc
pas le clivage de la reeline. Ces résultats suggerent que le cuivre, dans une forme

biologique minimale (associé & un acide aminé), ne serait pas capable stimuler le
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clivage de la reeline. Par contre, il peut avoir un impact sur 1’organisation des

neuronecs.



Cil

+ CP

+ Ser

Figure A.2
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Effet Ocomparé de la CP et de la Ser,Cu sur la morphologie des
cultures neuronales P19 et sur I’expression de la reeline. Les
cultures neuronales P19 n’ont regu aucun traitement (Ctl) ou ont été
traitées avec de la CP (0,5 mg/ml) ou avec de la Ser,Cu (Ser ; 200uM)
depuis le J4 jusqu’au jour de la photographie. Les cellules ont été
ensemencées a J4 a une densité de 0,74 millions dans un pétri tissulaire
de 60 mm de diametre. (A) Photographies (100x) des cultures
neuronales de J6 a J12 avec les différents traitements. Les fléches
pointent vers des ilots rayonnants. (B) Nombre moyen d’ilots
rayonnants pour 3 champs dans les cultures selon 3 études
indépendantes.
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Figure A.2 (Suite) (C) Immunobuvardage de la reeline pour les traitements
indiqués. (D) Analyses densitométriques de la reeline de 300K par
rapport au total de reeline pour chaque traitement (moyennes + écarts
moyens) de 3 études indépendantes.
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