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Résumeé

Les récepteurs NMDA sont essentiels a la fonction synaptique. lls activent diverses
cascades de signalisation, dont celle de la calpaine. Cette protéase peut cliver la sous-
unité GIuN2B du récepteur NMDA (rNMDA), mais les conséquences d'une telle
coupure ne sont pas encore connues. L'objectif de cette étude est de détecter le
fragment C-terminal ainsi généré par la calpaine et d‘étudier ses possibles interactions
avec d’autres protéines, telles que la CaMKIl, et, par le fait méme, son role dans la
modulation de cascades de signalisation impliqguées dans la fonction synaptique. J'ai
donc procédé a des études biochimiques par Western Blot sur différentes fractions
(nucléaire, cytosoliqgue, densité post-synaptique (PSD), non-PSD) de neurones
corticaux en culture agée de 12 a 15 jours et j'ai observé le clivage de la sous-unité
GIuN2B en appliguant une stimulation excitotoxique composée de 100uM de
glutamate et 10 uM de glycine, qui est reconnue pour activer tous les récepteurs NMDA
(synaptique et extrasynaptique) (Papouin et al., 2012). Cette stimulation a généré un
fragment de 60 kDa dans la fraction PSD spécifique a la sous-unité GIuN2B. J'ai
également démontré, par des expériences d'immunoprécipitation, l'interaction de ce
fragment C-terminal avec la CaMKII et la PSD95, ce qui n'a jamais été dévoilé par le
passé. Enfin, ce fragment pourrait possiblement étre en mesure de maintenir l'activité
de la CaMKII lors des processus d'excitotoxicité, ce qui engendrerait la mort neuronale

et plusieurs pathologies.


http://www.sciencedirect.com.acces.bibl.ulaval.ca/science/article/pii/S0361923012002316#bib0365

Abstract

NMDA receptors are essential for synaptic function. They activate various signaling
cascades, including that of calpain. This protease can cleave the C-terminal tail of the
GIuN2B subunit of the NMDA receptor (NMDAr), but the consequences of this
cleavage, in neuronal functions, is not yet known. The objective of this study is to detect
the C-terminal fragment induced by calpain and to study its possible interactions with
other proteins, such as CaMKIl, and also, its role in the modulation of signaling
cascades involved in synaptic function. | therefore performed biochemical studies by
Western blot on different fractions (nuclear, cytosolic, postsynaptic density (PSD), non-
PSD) of cortical neurons in culture aged 12 to 15 days and observed the cleavage of
the GIuUN2B subunit by applying an excitotoxic stimulation composed of 100 uM
glutamate and 10 uM glycine, which is known to activate all NMDA receptors (synaptic
and extrasynaptic) (Papouin et al., 2012). This stimulation generated a fragment at 60
kDa in the PSD fraction specific to the GIuN2B subunit. | have also demonstrated,
through immunoprecipitation experiments, the interactions of this C-terminal fragment
with CaMKIl and PSD95, which has never been observed in the past. Finally, this
fragment could possibly be able to maintain the activity of CaMKIl during the
excitotoxicity processes and to induce the neuronal death and several pathologies.


http://www.sciencedirect.com.acces.bibl.ulaval.ca/science/article/pii/S0361923012002316#bib0365
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Chapitre 1

Introduction

1.1 La mémoire par le cortex

Le cerveau est capable de conserver des milliards d'informations par le processus de
la mémoire. Ce qui explique pourquoi, depuis des siecles, les humains ont essayé de
comprendre celui-ci, cependant, il reste I'un des attributs humains les plus incompris.
L’étude de la mémoire remonte a au moins 2000 ans lorsque Aristote a publié dans
son traité « De I'ame » que tous les étres humains naissent libres de toute
connaissance et ne sont que la somme de leurs expériences (Tabula rasa)!.Ce sont
les expériences sensorielles et cognitives qui permettent 'encodage de l'information

dans la mémoire et, par le fait méme, rend un individu unique.

Le principal joueur dans ce processus d’intégration sensoriel est le cortex cérébral. Il
compose 90% des neurones du cerveau et joue un role clé dans la formation de la
mémoire (Glees., 2005). En effet, le cortex postérieur constitue I'entrée principale des
informations sensorielles a la mémoire perceptive alors que le cortex frontal est
responsable de la mémoire exécutive. Ainsi, le cortex cérébral est au fondement de la
mémoire génétique que l'organisme a forgé au cours de son évolution par des

interactions avec son environnement.

1.2 La structure du neurone

L’ensemble des expériences acquises est représenté dans des réseaux de neurones
largement étendus. Chaque neurone peut connecter avec 10 000 autres neurones par
une signalisation électrochimique (Nieoullon., 2010). Il peut alors traiter et transmettre
eénormément d’informations. Par conséquent, la morphologie du neurone est

importante dans I'acquisition de cette propriété. |l se compose d’un corps cellulaire

1 Aristote, Traité de I'ame, Paris, Pocket, 2009, nouvelle trad. d'Ingrid Auriol
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comprenant un noyau qui participe activement a la synthése de macromolécules
(Purves et al., 2005). L'espace intracellulaire de la cellule nerveuse comprend aussi le
cytoplasme qui contient le cytosol, ou baignent les organites tels que le réticulum
endoplasmique rugueux, les appareils de Golgi et les mitochondries. Le réticulum
endoplasmique, pour sa part, permet 'assemblage de protéines alors que I'appareil
de Golgi induit les modifications post-traductionnelles afin d'assurer le transport des

biomolécules vers la membrane plasmique (Alberts et al., 2007).

La structure du neurone est également délimitée par deux types de prolongements soit
'unique axone et les nombreuses dendrites. L’axone a une longueur qui peut varier
d’'un millimétre a plus d’'un métre et propager 'influx nerveux a son extrémité afin que
les dendrites du prochain neurone recoivent I'information. La dendrite, quant a elle,
conduit le courant jusqu’au corps cellulaire ou il sera traité. Lorsque le corps cellulaire
atteint un potentiel seulil, il peut alors transmettre I'information électrique au prochain

neurone (Purves et al., 2005).

Ainsi, pour assurer le relais de I'information aprés une expérience sensorielle, les
neurones du réseau doivent étre électriquement excités. Lorsque le potentiel d’action
est effectué a plusieurs reprises a travers les mémes neurones, il se crée une
augmentation dans l'efficacité de la transmission synaptique. Pour cette raison,
'augmentation de cette efficacité entre les neurones permet de restituer plus
rapidement une information encodée dans un réseau. Ce principe de hausse dans
I'efficacité de la transmission synaptique est a la base méme de la mémoire (Purves

et al., 2005).

1.3 La synapse chimique

La communication entre deux neurones est assurée par la synapse qui relaie I'influx
nerveux. La synapse a été définie par Charles Scott Sherrington en 1897 pour désigner
la jonction entre deux neurones. De ce fait, il existe deux types de synapses dans le
systéme nerveux ; la synapse électrique et la synapse chimique. La plus couramment
retrouvée dans le cortex cérébral se trouve sous forme de jonction chimique. Celle-ci
est également I'unité fonctionnelle de la transmission de l'information, car elle permet

la conversion de linflux nerveux en messager chimique, et ce dans un sens
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unidirectionnel. Ainsi, les messagers chimiques, plus communément appelés les
neurotransmetteurs permettent d’activer certains récepteurs du neurone adjacent afin

de relayer l'information (Purves et al., 2005).

D’ailleurs, la synapse est composée de trois parties afin d’assurer son réle. Elle est
constituée d’'un élément présynaptique, qui correspond a la membrane du bouton
terminal de I'axone. Elle contient des vésicules de formes variées contenant des
neurotransmetteurs. C’est également dans cet élément présynaptique ou a lieu la
synthése et 'accumulation des neurotransmetteurs qui seront libérés sous I'influence
d’un potentiel d’action afin de s’adresser a la dendrite du prochain neurone (Purves et
al.,2005). Les neurotransmetteurs sont alors libérés dans la fente synaptique de la
synapse. Cet espace intersynaptique correspond a la zone entre les deux neurones et
mesure ~ 20 nm. La synapse contient également un site post-synaptique qui se
retrouve majoritairement sur I'épine dendritique du neurone adjacent (Spruston.,
2008). Il est constitué de récepteurs post-synaptiques qui captent les
neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique. Puis, I'activation de ces
récepteurs permet I'entrée de certains ions qui causent a leur tour un potentiel
membranaire afin de générer un courant post-synaptique. De plus, la zone post-
synaptique se caractérise par un espace dense aux électrons (microscopie
électronique) dans la région sous-membranaire en raison de la présence de plusieurs
récepteurs, de protéines d’échafaudages et de protéines synaptiques créant la densité

post-synaptique (PSD) (Purves et al., 2005).

Notamment, I'épine correspond a I'excroissance de la membrane dendritique. Elle a
été observée pour la premiére fois vers la fin du XIX® siécle par Santiago Ramoén y
Cajal, un neuroscientifique qui a recu le prix Nobel en reconnaissance de ses travaux
sur la structure du systéme nerveux. C’est également le premier a proposer un réle
pour ces structures dendritiques. Elles permettent d’augmenter la surface réceptive de
la cellule afin d’intégrer les impulsions excitatrices de nombreux signaux afférents. De
plus, la présence de ribosomes libres dans I'épine induit la synthése des protéines du
cytosquelette et modifie alors sa morphologie en réponse a linformation regue.
(Spruston., 2008).



1.4 Latransmission Glutamatergique

L’'information électrique se transmet d’'un neurone a l'autre par un processus qui se
nomme la transmission synaptique. Comme il a été vu précédemment, l'influx
électrigue est traduit en molécules chimiques qui ont la capacité d’activer des
récepteurs membranaires post-synaptiques et ainsi induire un changement dans
I'efficacité de la transmission synaptique (Purves et al.2005). Ce sont ces
changements qui importent pour la formation de la mémoire et la synapse excitatrice
est au cceur de ce mécanisme. Le principal neurotransmetteur associé a ce type de
synapse est l'acide aminé glutamate. Cette molécule est conservée dans des
vésicules présynaptiques et s’accumule dans le bouton terminal de I'axone. Suite a
I'arrivée d'un potentiel d’action dans le bouton, les canaux calciques sensibles au
voltage s’ouvrent et permettent I'entrée de calcium. Le calcium permet alors aux
vésicules de fusionner avec la membrane présynaptique et libérer le glutamate qu’elles
transportent (Purves et al.2005). Les synapses excitatrices peuvent libérer plusieurs
millimoles de glutamate qui vont ensuite activer des récepteurs membranaires post-
synaptiques tels que les récepteurs AMPA et les récepteurs NMDA. Aprés leur
utilisation, les molécules de glutamate sont recyclées et/ou dégradées par la partie
présynaptique de la synapse ou encore par un astrocyte avoisinant. De plus, suite a
leur activation, les récepteurs post-synaptiques sensibles au glutamate laisseront
entrer des ions spécifiques qui vont augmenter le potentiel électrique du neurone post-
synaptique. Subséquemment, I'ouverture de ces canaux ioniques peut activer a son
tour des cascades de signalisation importantes pour la fonction synaptique et
engendrer des changements dans la composition des synapses excitatrices.

1.5 Les récepteurs post-synaptiques de la synapse excitatrice

Le nombre de synapses dans notre cerveau est gigantesque (~10%°) et la moitié d’entre
elles sont glutamatergiques (Drachman., 2005). Ceci implique la transmission
synaptique, ou les molécules de glutamate sont relachées dans la fente synaptique et
servent de ligand & certains récepteurs post-synaptiques. A cet égard, il y a de
nombreux récepteurs dans la densité post-synaptique sensibles a cet acide aminé
dont les plus importants, pour la fonction synaptique, sont les récepteurs ionotropiques

AMPA et NMDA (Tritsch et al., 1999). L’activation de ces canaux excitateurs est



nécessaire a la transmission de I'information. C’est par leur perméabilité aux cations
gu’ils peuvent induire des changements dans le potentiel électrique du neurone et
donc dans l'efficacité de la transmission synaptique (Dingledine et al., 1999). Les
récepteurs au glutamate ont aussi la capacité de former des complexes de
signalisation avec les protéines de la densité post-synaptique et participent activement
a la formation des synapses, leurs maturations ainsi qu’a leur régulation (Sheng.,
2011).

1.5.1 Les récepteurs AMPA

Le récepteur a-amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-proprionate (rAMPA) se
retrouve dans de nombreuses parties du cerveau et constitue le récepteur le plus
abondant dans le systeme nerveux. Il module la majorité des courants excitateurs
post-synaptiques de la transmission glutamatergique et plus précisément, la
transmission rapide dans le systeme nerveux central (Henley et al., 2013). Afin
de bien comprendre son role de médiateur dans I'efficacité de la transmission, il

semble important de bien décrire sa composition.

Ce récepteur contient quatre types de sous-unités, GIuR1 a GluR4, qui se
combinent selon différentes conformations afin de former un canal fonctionnel.
Les récepteurs AMPA se retrouvent sous forme de tétramére dont la plupart sont
des dimeres de dimere. Dans le cerveau, il y a principalement des tétraméres
formé des sous-unités GIuR1 et GIuR2 et d’autres des sous-unités GIuR3/GluR4
dont la majorité des combinaisons de GIuR1/2 sont synaptiques (Lu et al., 2009).
Toutes les sous-unités comportent un site de liaison a son agoniste, le glutamate.
Il suffit que deux sites soient occupés afin que le canal s’ouvre (Rosenmund et
al., 1998). Notamment, les récepteurs AMPA sont perméables aux ions de
sodium (Na*), de potassium (K*) et de calcium (Ca?*). Ainsi, lors de leur
activation, ils laissent entrer énormément d’ions de sodium a lintérieur de la
cellule et causent tres rapidement (1 ms) une dépolarisation de la membrane
post-synaptique. C’est pourquoi ils sont responsables de la majorité des courants

excitateurs rapides de la transmission synaptique.



Par ailleurs, la présence de la sous-unité GIuR2 dans la composition des rAMPA
synaptique rend ce canal imperméable au calcium. Cette caractéristique permet
de distinguer les récepteurs AMPA des autres principaux récepteurs sensibles
au glutamate retrouveés a la synapse excitatrice, les récepteurs NMDA. D’autant
plus que cette propriété contraint I'entrée massive du calcium dans I'espace
intracellulaire et prévient donc les processus d’excitotoxicité et la mort cellulaire

subséquente (Kim et al., 2001).

D’autre part, ce type de récepteur dispose d’'une grande mobilité et son insertion
a la synapse est régulée par plusieurs voies de signalisation dont le parcours
débute par I'activation des récepteurs NMDA (Rust et al., 2010). Par conséquent,
'augmentation du nombre de rAMPA a la synapse cause un accroissement du
potentiel membranaire post-synaptique et donc de la force synaptique entre les
neurones. Enfin, ce renforcement synaptique est un processus indispensable

pour la formation de la mémoire (Lisman and Raghavachari, 2006).

1.5.2 Les récepteurs NMDA

La zone post-synaptique de la synapse comporte également les récepteurs N-
méthyl-D-aspartate (rNMDA). Tout comme les récepteurs AMPA, ils ont la
capacité de moduler l'efficacité de la transmission glutamatergique et jouent un
réle crucial dans la fonction synaptique. Ceux-ci sont perméables a plusieurs
cations, dont le sodium, le potassium et le plus important, le calcium (Dingledine
et al.,, 1999). Cette perméabilité au calcium est une propriété caractéristique
essentielle aux rNMDA, car le fonctionnement de plusieurs mécanismes
moléculaires découle de l'activation des rNMDA et de la présence du calcium
intracellulaire qu’ils engendrent. A cet égard, ce canal ionique s’ouvre et laisse
entrer ces ions uniquement lorsqu’il y a des potentiels d'action simultanés et la
libération du glutamate dans la fente synaptique (Purves et al., 2005). C’est
pourquoi on les appelle des détecteurs de coincidence. En effet, lors de la phase
d’inactivation ou au potentiel de repos, le récepteur NMDA est bloqué par un ion
magnésium (Mg?*). Sa libération est permise seulement lors de la réception d’un
potentiel membranaire coincidant avec la liaison de son agoniste, le glutamate

(Dingledine et al., 1999). Sans compter que la liaison avec son coagoniste, la
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glycine ou la D-sérine, est également indispensable & son activation. Ces
derniers sont relachés dans I'espace extracellulaire par les cellules gliales
environnantes (Panatier et al., 2006). Ainsi, la transmission synaptique, effectuée
par I'ouverture des rNMDA, est strictement dépendante de la synchronisation de

I'activité synaptique.

Par ailleurs, il semble essentiel de bien définir la structure et la composition des
rNMDA afin de mieux comprendre leur implication dans la fonction synaptique.
Tout d’abord, les rINMDA contiennent trois classes de sous-unités : GIuN1,
GIUN2A-D et GIUN3A-B. lls sont tous composés d’'un domaine N-terminal
extracellulaire et d'un domaine C-terminal intracellulaire. D’ailleurs, les
coagonistes du récepteur NMDA, comprenant la glycine et la D-sérine, se fixent
sur les sous-unités GIuN1 et GIUN3 alors que son agoniste, le glutamate, se lie
a la sous-unité GIuUN2 (Wyllie et al., 2013). Ces récepteurs sont formés en
tétramere et de multiples associations sont possibles entre les sous-unités.
Cependant, la sous-unité GIuN1 doit faire partie intégrante du récepteur afin
d’obtenir un récepteur fonctionnel. En effet, une étude a démontré que des souris
n’exprimant pas la sous-unité GluN1 (GIuN17-) ne permettaient pas d’obtenir des
rNMDA actifs a la surface membranaire (Fukaya et al., 2003). En raison de cette
propriété, ces canaux ioniques se composent principalement en dihétéromeres
des sous-unités:  GIuN1/GIuN2A, GIuN1/GIuN2B, GIuN1/GIuN2C et
GIuN1/GIluN2D. Par contre, cela n’exclut pas la possibilité qu’il y ait des
combinaisons formées avec la sous-unité GIuN3 qui remplace une sous-unité
GIuN2 ou alors, la combinaison de différentes sous-unités GIUN2 assemblées
dans le méme récepteur. Par exemple, la composition des sous-unités GIuUN2A
et GIuN2B avec les deux GIuN1 est couramment retrouvée dans le cortex
(Rauner and Kohr., 2011).

D’ailleurs, les sous-unités GIUN2A et GIuN2B prédominent dans le cortex
cérebral (Yashiro et Philpot., 2008). Dés la naissance de I'animal et les jours qui
s’ensuivent (~ 7 jours), les sous-unités GIuUN2B sont abondantes alors que les
sous-unités GIuN2A sont quasi absentes et augmentent progressivement au
cours du développement (apres 7 jours). (Mierau et al., 2004 ; Roberts et

Ramoa., 1999). En effet, une étude s’est intéressée a I'expression des ARNm
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codant pour les différentes sous-unités GIUN2A et GIuN2B dans les neurones
corticaux de rat en culture. Le niveau d’ARNm de la sous-unité GIuN2B a
augmenté dans les premiers jours avant de se stabiliser et ’TARNm de la sous-
unité GIUN2A, pour sa part, augmente progressivement aprés une semaine.
Ainsi, le niveau d’ARNm de GIuN2B est environ 4 fois plus élevé que celui de
FTARNm de GIuN2A dans des cultures de neurone corticaux aprés 21 jours
(Zhong et al., 1994). Ces changements peuvent aider a optimiser l'efficacité de
la transmission synaptique a différents stades du développement (yashiro philpot
2008). Notamment, le ratio GIuN2A/GIUN2B change tout au long du
développement de I'animal, et ce par les expériences sensorielles acquises et
par la formation de la mémoire qui s’ensuit (Bellone et Nicoll, 2007; Sheng et al.,
1994; Roberts et Ramoa, 1999).

D’autre part, les différentes compositions formant le récepteur lui conférent
diverses propriétés fonctionnelles et biophysiques (Cull-Candy et al., 2001).
Puisque la composition de la sous-unité GIUN2 est nécessaire a la liaison du
glutamate, cela lui procure certaines propriétés caractéristiques. En effet, ces
différentes composantes en GIuN2A-D influencent les cinétiques d’activation et
de désactivation du récepteur, elle régule également la probabilité d’ouverture
par son affinité avec le glutamate et l'ion magnésium. La conductance du
récepteur est donc modifiée selon les difféerentes composantes (Vicini et al.,
1998). En effet, le tétramére de GIUN1/GIuN2B possede une plus grande affinité
pour le glutamate que les autres sous-unités, c’est pourquoi ce
neurotransmetteur reste associé plus longtemps a cette sous-unité et donc la
fermeture de ces canaux est plus lente. Par cette propriéte, la sous-unité GIuN2B
induit une plus grande augmentation de calcium intracellulaire, ce qui provoque
un potentiel membranaire presque deux fois plus grand que la sous-unité GIuN2A
dans une seule activation du récepteur (Yashiro et Philpot, 2008 et Erreger et al.,
2005). D’autant plus que le calcium intracellulaire cause une cascade de
signalisation qui active plusieurs protéines synaptiques nécessaires a plusieurs
fonctions telles que I'apprentissage et le traitement de la mémoire. Par
conséquent, je m’intéresse tout particulierement a cette sous-unité et a son

importance dans la fonction synaptique.
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1.5.3 La sous-unité GIuN2B du récepteur NMDA

Tout d'abord, la sous-unité d'intérét se compose, dans son entiereté, de 1456
acides aminés et posséde une masse moléculaire approximative de 170 kDa
(Kut-suwada et al., 1992). La synthése de cette molécule débute par la
transcription de son ADN dans la fraction nucléaire de la cellule et s’ensuit par
'assemblage en tétramere, avec les sous-unités GIuN1, dans le réticulum
endoplasmique (Bard et Groc, 2011). Ensuite, les rNMDA, contenant GIuN2B,
entrent dans I'appareil de Golgi afin de subir différentes modifications post-
traductionnelles. Ces modifications permettent aux rNMDA de s’associer a des

vésicules qui les guideront jusqu’a la membrane plasmique.

Par la suite, les récepteurs fonctionnels, combinés des sous-unités GIuN2B, se
distribuent a la membrane plasmique par diffusion latérale entre les
compartiments synaptiques et extrasynaptiques (Triller and Choquet, 2005). De
facon générale, les récepteurs synaptiques seraient responsables de la formation
de la mémoire, alors que I'activation des récepteurs extrasynaptiques induirait
des mécanismes d’excitotoxicité. Dans des conditions physiologiques, les
rNMDA extrasynaptiques ne sont pas exposés au neurotransmetteur délivré par
les vésicules présynaptiques (Le Meur et al., 2007), mais au glutamate ambiant,
d’origine gliale, ou la concentration est maintenue a de bas niveaux (~25 nM)
(Herman and Jahr, 2007). Cependant, cette concentration ne permet pas
d’engendrer 'activation des rNMDA extrasynaptiques (Herman and Jahr, 2007 ;
Le Meur et al., 2007). En fait, ces récepteurs sont activés seulement lors d’une
libération excessive de glutamate, lorsque celui-ci diffuse hors de la fente
synaptique et serait donc impligué dans les processus de suractivation
synaptiqgue et la neurotoxicité (Harris and Pettit, 2008). Les récepteurs
extrasynaptiques se retrouvent généralement a 45% le long de la zone
périsynaptique et a 55% sur l'arbre dendritique (Petralia., 2010). La majorité
d’entre eux se composent de la sous-unité GuN2B et ils se retrouvent
principalement aux zones de contact avec les cellules environnantes (Papouin et
al 2014).



De plus, la partie C-terminale de GIUN2B joue un réle considérable dans la
signalisation synaptique, car elle est la cible de plusieurs protéines. D’autant plus
gue cette sous-unité posséde une queue C-terminale intracellulaire plus longue
que ses homologues GIuN2. La queue C-terminale de GIuN2B se compose
d’ailleurs de 644 acides aminés (Barria et al., 2002). Cette grande terminaison
cytoplasmique lui confére une importance capitale, car elle peut interagir avec
plusieurs protéines synaptiques et engendrer différentes cascades de
signalisation selon les besoins de la cellule. L’'une d’entre elles se nomme la
protéine kinase Ca?*/calmoduline-dépendantes (CaMKIl), elle se lie aux INMDA
lors de son activation. Plus précisément, I'entrée de calcium intracellulaire forme
un complexe avec la calmoduline, suite a lI'ouverture des NMDA, ce qui permet
I'activation de la CaMKII. Cette derniére peut alors translocaliser a la synapse et
se lier a des protéines synaptiques telles que la queue C-terminale de GIuN2B
(Gustin et al., 2011). L'activation de la CaMKII par le complexe Ca?*/CaM permet
a celle-ci de se lier au niveau des résidus 1120- 1482 de la terminaison
cytoplasmique de GIuN2B. De plus, cette kinase peut également se lier au site
839-1120 sur la queue C-terminale lorsque celle-ci est autophosphorylée au
niveau de l'acide aminé thréonine 286 (T286) (Bayer et al., 2001). Ce
changement dans le site liaison rend cette interaction trés persistante dans le
temps d’ou son appellation la « protéine mémoire » (Bayer et al., 2001). Sans
oublier que cette union permet a la CaMKII d'avoir une activité autonome, méme

apres la dissociation avec la Ca?*/calmoduline (Bayer et al., 2001).

Parallelement, la sous-unité GIuN2B interagit aussi avec des protéines
d’échafaudages de la densité post-synaptique dont la plus importante est la
PostSynaptic Density-95 (PSD95). Cette association est nécessaire a la
stabilisation des récepteurs NMDA a la synapse. Une étude a d’ailleurs démontré
gue le motif tSXV (t, terminale, S, serine, X, n’importe quel acide aminég, V,
valine) qui comprend les 7 derniers acides aminés de la queue C-terminal de la
sous-unité GIuUN2B est suffisant afin d’induire une interaction avec le domaine
PDZ de la PSD95 (Lim et al., 2002). Une autre étude a également constaté que
la suppression du domaine de liaison tSXV augmente l'internalisation de la sous-
unité GIuN2B, ainsi la PSD95 est essentielle a 'ancrage des rNMDA dans la

densité post-synaptique (Roche et al. 2001).
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En plus des protéines d’échafaudage PSD95, la portion cytoplasmique de
GIuN2B interagit avec d’autres protéines du cytosquelette, dont la spectrine et la
tubuline (Wechsler A et al., 1998; Van Rossum et al.,, 1999). La spectrine
participe a l'intégrité de la membrane plasmique et a la structure du cytosquelette.
La tubuline, pour sa part, est la principale composante des microtubules formant
le cytosquelette. Elle permet le soutien structurel de la cellule et participe au
transport intracellulaire. Par conséquent, les interactions de GIuUN2B avec ces
protéines de soutien permettent a celle-ci de réguler la formation des
composantes du cytosquelette et donc, la morphologie de la synapse (Wechsler
A et al., 1998).

Finalement, la queue C-terminal de la sous-unité GIUN2B interagit aussi avec
une protéase calcium dépendant, la calpaine, dont I'activation est provoquée par
I'augmentation de la concentration de Ca?* intracellulaire. Il existe deux isoformes
principales de la calpaine appelée u-calpaine et m-calpaine. Leur nom provient
d’ailleurs de leur sensibilité a différentes concentrations de calcium. La p-
calpaine est activée par des concentrations calculées en micromolaires de
calcium (3 a 50 puM) alors que la m-calpaine, quant a elle, s’active par des
concentrations en millimolaires (0,4 a 0,8 mM) (Cong et al., 1989). De ce fait, le
r6le proposé pour celle-ci dans la fonction synaptique est relié a l'influx calcique
geénéreé lors de I'activation des récepteurs NMDA. Suite a son activation, cette
protéase a la capacité de cliver plusieurs protéines dont la queue C-terminal de
la sous-unité GIuN2B des rNMDA. A ce propos, une étude a notamment
démontré la coupure de cette sous-unité par I'activation de la calpaine suite a
'application d’'une stimulation induite par les agonistes du rNMDA, soient le
glutamate et la glycine a une concentration de 100 puM (Simpkins et al.,2003).
Les résultats révelent que la calpaine provoque le clivage de GIuN2B, car la sous-
unité complete a 170 kDa diminue graduellement avec l'application de ces
agonistes et produit un récepteur tronqué a 115 kDa. Cependant, la partie C-
terminale n'a jamais été documentée dans la littérature, on ne sait donc pas si un
fragment est généré ou dégradé et les conséquences fonctionnelles du clivage
de ce récepteur ne sont pas trés bien comprises, car la calpaine ainsi que le

récepteur NMDA ont tous deux des rbles importants dans deux voies de
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signalisation distinctes, soit I'apprentissage et la mémoire ou les mécanismes

d’excitotoxicité.

1.6 La potentialisation a long terme

Des la premiere moitié du XX® siécle, le Canadien Donald Hebb suggére que
'encodage des souvenirs se produit par le renforcement de la connexion entre les
neurones qui sont conjointement excités. Cette idée théorique, appelée la regle de
Hebb, a été soutenue dans les années 1970 par la découverte de la potentialisation a
long terme (LTP) et de la plasticité neuronale, et reste la théorie dominante aujourd’hui.
L’augmentation de la force synaptique est engendrée par I'influx de calcium qui entre
dans la densité post-synaptique suite a I'activation des rNMDA. D’ou l'importance de
la sous-unité GIUN2B et sa perméabilité pour cet ion. A cet égard, une étude a
justement démontré le r6le crucial de la sous-unité GIUN2B dans la mémoire en
employant des souris transgéniques surexprimant la sous-unité GIuN2B dans le cortex
préfrontal. Les résultats indiguent que la LTP était améliorée avec la surexpression de
GIuN2B et les souris démontraient une meilleure performance au test de labyrinthe
auxquelles elles étaient soumises (Cui et al., 2011). D’autant plus que cette
amélioration était complétement supprimée lors de l'application d’'un antagoniste
sélectif & la sous-unité GIuUN2B, Ro25-6981 (Cui et al., 2011). A vrai dire, le calcium
constitue une molécule de signalisation essentielle a I'activation de divers mécanismes
moléculaires, car il régule I'action de plusieurs enzymes importantes pour la LTP.
J’aborderai principalement les processus engendrés par la CaMKII et la calpaine, qui

sont tous deux dépendantes de la voie de signalisation calcique induite par les INMDA.

1.6.1 La CaMKIlI

Comme expliqué a la section précédente, I'activation des rNMDA synaptiques
permet de recruter la CaMKII a la synapse ou elle interagit avec la queue C
terminale de la sous-unité GIuUN2B du récepteur. Cette interaction est critique
pour le renforcement synaptique, car elle permet le maintien de I'activité de la
kinase. (Leonard et al., 1999; Bayer et al 2001). En fait, une étude a démontré
qu’il y a une diminution de la LTP (~50%) et des déficits d’apprentissage chez
des souris transgéniques exprimant une sous-unité GIuN2B mutante au niveau
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de sa queue cytoplasmique, ou celle-ci ne peut plus interagir avec la CaMKII.
(Zhou Y, et al. 2007) D’autant plus que cette interaction permet a la CaMKII
d’avoir une activité persistante dans la PSD et lui confére une autonomie durable.
L’autophosphorylation obtenue par la présence du calcium lui permet également
de maintenir son activité et d’induire des modifications post traductionnelles a
certaines protéines nécessaires au processus de potentialisation a long terme.
(Bayer et al 2010).

Plus particulierement, par ce mécanisme, la CaMkll est en mesure de réguler la
fonction de plusieurs protéines, dont la plus documentée est le récepteur AMPA.
D’une part, la translocation de la kinase a la synapse lui permet d’augmenter la
conductance du canal ionique AMPA. Pour ce faire, la CaMKIl induit la
phosphorylation du rAMPA au niveau du résidu S831 de la sous-unité GIuR1, ce
qui permet I'accroissement du flux d’ion Na* intracellulaire, mais seulement
lorsqu’il interagit avec une autre molécule nommée Stargazine (Kristensen et
al.,2011). De plus, la CaMKIl engendre également 'augmentation du nombre de
récepteurs AMPA a la synapse, car elle phosphoryle aussi la queue c-terminal
de la Stargazine afin que celle-ci se lie a la PSD95. Cette interaction permet donc
la stabilisation des rAMPA et induit également une augmentation de I'efficacité
synaptique, par son nombre croissant a la synapse (Opazo et al., 2010). De ce
fait, une simple mutation de substitution codant au site de phosphorylation
Thréonine 286 de la CaMKII, par une Alanine, est suffisante pour empécher le
mécanisme de la LTP sous-jacent, car la CaMKII ne peut plus s’autophosphoryler
et induire la phosphorylation de protéines post-synaptiques nécessaires a

'augmentation des récepteurs AMPA (Giese et al., 1998).

D’autre part, 'holoenzyme CaMKIl peut également réguler la transcription de
protéine par I'activation des voies ERKY. La phosphorylation de ces voies induit
la synthese de protéines nécessaires a la maintenance de la plasticité
synaptique. Par ailleurs, la translocalisation de la CaMKIl dans la synapse joue
un réle considérable dans la plasticité, car elle engendre un remodelage de la
structure de I'épine (Okamoto et al., 2007) et la persistance de son activité, suite

a son interaction avec GIuN2B, influence d’une part la synthése de protéine et
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d’autre part, le nombre de récepteurs AMPA a la surface de la membrane post-

synaptiques ayant pour effet 'augmentation durable de la force synaptique.

1.6.2 La Calpaine

Le réle accordé a la calpaine a longtemps été sous-estimé, car certains
laboratoires pensaient que cette protéase s'activait seulement dans les
processus de mort cellulaire afin de dégrader la membrane plasmique et les
protéines du cytosquelette. Depuis, plusieurs recherches ont démontré que cette
protéase s'avere trés importante pour la fonction synaptique, car elle permet
d'engendrer des voies de signalisation moléculaire par le clivage spécifique de
certaines protéines. En 1984, le laboratoire de Baudry et Lynch a proposé un role
pour la calpaine dans la formation de la mémoire par des mécanismes de
potentialisation a long terme, mais encore aujourd’hui, les mécanismes
moléculaires sous-jacents sont tres mal compris (Lynch et Baudry., 1984). De
nombreuses études ont soutenu cette hypothése. Notamment, I'une d’entre elles
a prouvé que les inhibiteurs de la calpaine (u et m) empéchaient I'induction de
la LTP lors d’expériences in vivo et in vitro (Baudry et al., 2013). L'équipe de
Baudry a d’ailleurs observé que l'activation des rNMDA synaptiques permet
I'activation de la p-calpaine et celle-ci influence la phosphorylation de la voie
ERKY2 permettant alors la synthese de nouvelles protéines (Wang et al., 2014;
Wang et al., 2013). D’autres études ont également démontré que la m-calpaine
pourrait étre au coceur des processus de mémorisation, car l'inhibition de la m-
calpaine, a l'aide d'un siRNA, altérait I'induction de la LTP et les processus
d’apprentissage (Zadran et al., 2013). Il est cependant étonnant, car la m-
calpaine est activée par des concentrations en termes de millimolaire de calcium
et la concentration cytosolique de cet ion se retrouve généralement entre 50 a
300 nM (Maravall M et al., 2000). Par contre, la concentration de calcium
extracellulaire peut s’élever a environ 2 mM. C’est pourquoi, lors de I'ouverture
des canaux ioniques engendrée par la synchronisation de l'activité synaptique,
les rINMDA permettent d’induire une augmentation de 10 a 100 fois le niveau
basal de calcium intracellulaire pres du canal ionique (Baudry et al.,2013). En
revanche, il est généralement admis que des concentrations en termes de

millimolaire de calcium intracellulaire sont toxiques pour la cellule et ce niveau
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est atteint seulement dans des conditions pathologiques. Cette gamme de
concentration ne reflete donc pas l'activation de la m-calpaine dans des

processus physiologiques.

Cependant, I'activation de cette forme de calpaine est susceptible d’étre régulée
par un autre type de mécanisme explicité par une étude qui a démontré qu’elle
peut étre activée par la phosphorylation de ERKY2, et ce, sans augmentation de
calcium intracellulaire (Glading., 2004). Ce qui vient confirmer le rbéle de la
calpaine dans la LTP, car la synthése de nouvelle protéine par la phosphorylation
de ERKY2 est essentielle au maintien des changements induits lors de la
formation de la mémoire. De plus, les facteurs neurothrophiques BDNF peuvent,
eux aussi, induire 'activation de la m-calpaine, par la phosphorylation de ERKY.
Par conséquent, la synthese de protéine s’activera et parmi celles-ci, les rAMPA
et la CaMKIl seront synthétisées et leur nombre augmentera considérablement
dans I'’épine dendritique. C’est, en effet, ce qui a été observé lors d’expériences
in vivo et in vitro aprés un traitement au facteur neurotrophiqgue BDNF (Bramham
et al., 2005).

D’autre part, une étude a aussi observé l'influence de la calpaine sur I'activité de
la a-CaMKIl. Ainsi, en plus d’influencer son recrutement synaptique par la
synthése de protéine, I'activation de la calpaine permettrait aussi de cliver le
domaine auto-inhibiteur de la CaMKIl ce qui la rendrait irréversiblement active
(Hajimohammadreza et al., 1997). Alors peut-étre que la calpaine, comme la
gueue C-terminal de la sous-unité GIUN2B, jouent toutes deux un réle dans le
maintien de I'activité de la CaMKII. D’autant plus que cette étape est cruciale a
l'induction de la LTP.

D’un autre coté, I'équipe de Baudry a également observé que I'activation de la
calpaine engendre des modifications dans la morphologie de I'épine dendritique
aprés l'induction de la LTP. En effet, la calpaine a aussi la capacité de cliver la
spectrine, une composante principale du cytosquelette, ce qui suggere un
remodelage de la synapse (Lynch et Baudry., 1984). De plus, I'organisation
dynamique ainsi que la stabilité synaptique sont également modifi€es par ce

clivage (Bennett et al., 1990). Sans oublier que la protéine d’échafaudage
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PSD95, qui stabilise les INMDA a la synapse, est aussi une cible pour cette
protéase. Notre laboratoire a justement montré que l'inhibition de la calpaine
prévient la séparation entre la PSD95 et le INMDA soutenant I'hypothése qu’elle
provoque un remodelage synaptique. A ce propos, la CaMKIl semble réguler ce

processus de séparation par un mécanisme encore inconnu (Doré et al., 2014).

D’ailleurs, la calpaine a été reconnue pour participer a la régulation des rNMDA
et rAMPA a la surface de I'épine dendritique et d’influencer leurs propriétés
fonctionnelles. Elle induit, par exemple, le clivage de la stargazine, une protéine
nécessaire a l'insertion des rAMPA a la synapse, ce qui suscite un role pour la
calpaine dans leur traffic membranaire (Yu L et al., 2011). En plus, cette protéase
provoque le clivage de la queue cytoplasmique de la sous-unité GIuN2B des

rNMDA, suggérant son implication dans la régulation de ses fonctions.

1.7 L’excitotoxicité

Les effets néfastes du glutamate ont été observées pour la premiere fois dans les
années 1954 par le japonais T.Hayashi et ce n’est qu'en 1969 que John Olney a donné
un nom a ce processus, soit I'excitotoxicité. Ce mécanisme survient lors de la libération
excessive de glutamate dans la fente synaptique, ce qui suractive, par la suite, les
récepteurs sensibles au glutamate tel que les rINMDA et les rAMPA (Von Engelhardt
et al., 2007). Entre autres, I'activation des rNMDA, particulierement ceux portant la
sous-unité GIuN2B, provoque I'excitotoxicité de la cellule en élevant considérablement
la concentration de calcium intracellulaire. L’augmentation excessive de calcium active
a son tour des protéases ou celles-ci endommagent la structure cellulaire menant a
des processus pathologiques et a la mort cellulaire (Xu. et al., 2009) Les mécanismes
engendrés par I'excitotoxicité pourraient étre responsables de nhombreuses maladies
neurodégénératives du systéme nerveux central comme I'Alzheimer, la maladie de

Parkinson et la maladie de Huntington (Vosler et al., 2008).

Dans un premier temps, I'excitotoxicité se produit lors de la présence excessive de
glutamate dans la fente synaptique ce qui permet d’activer les récepteurs NMDA
extrasynaptiques. L’activation des récepteurs synaptiques et extrasynaptiques

provoque alors une trés grande augmentation de calcium intracellulaire induisant a
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son tour la neurotoxicité (Zhou et al., 2013). En effet, I'activation des rNMDA
synaptiques active la voie de signalisation ERKYz et la synthése de protéines, comme
mentionnées ci-dessus, alors que I'activation de tous les récepteurs NMDA n’induit
pas la phosphorylation de la voie ERKY2 et active des mécanismes impliqués dans
I'apoptose (Xu et al., 2009).

De plus, une forte concentration de calcium intracellulaire induit la dépolarisation de la
membrane mitochondriale, par I'ouverture des pores membranaires (Schinder et al.,
1996) inhibant ainsi la formation d’ATP. La réduction de 'ATP engendre a son tour
une dépolarisation prolongée de la membrane cellulaire ce qui accroit davantage
I'activation des récepteurs NMDA et la neurotoxicité (Greene et Greenamyre., 1996).
En effet, la libération inadaptée de ’ATP perturbe le gradient de certains ions. Ainsi, le
glutamate ne peut plus étre éliminé dans l'espace intracellulaire et provoque une
activation majorée et néfaste des récepteurs au glutamate. En plus, I'absorption du
calcium par les mitochondries favorise la libération de facteurs proapoptotiques
conduisant a I'activation de caspases et a la mort cellulaire. Une étude a d’ailleurs
démontré que l'activation soutenue des rNMDA a conduit la cellule a I'apoptose dans
des neurones corticaux cultivés. En particulier, les rINMDA contenant la sous-unité
GIuN2B, car ceux-ci ont été réduit en nombre a la synapse par endocytose suite a un

traitement provoquant I'ouverture excessive de ce canal ionique (Wu et al., 2017).

Par ailleurs, la protéase calpaine joue également un réle dans les processus tels que
I'excitotoxicité et 'apoptose. Effectivement, lors de I'activation de tous les rNMDA, la
grande augmentation de calcium intracellulaire permet d’activer la m-calpaine.
Difféeremment de la voie de prosurvie ou la phosphorylation de ERKYz et la synthése
de protéines sont activées, dans ce cas-ci, la m-calpaine induit le clivage d’'une
protéine nommeé STriatal-Enriched protein tyrosine Phosphatase (STEP) (Wang et al.,
2013). Celle-ci régule les protéines signalétiques synaptiques importantes et son
clivage, lors de I'excitotoxicité, provoque la déphosphorylation de ERKY2 et engendre
les mécanismes de mort cellulaire subséquents (Xu et al., 2009). L'équipe de Baudry
a également confirmé ce processus moléculaire par I'emploi de siRNA spécifique a la
m-calpaine, ou l'inhibition de celle-ci empéchait la neurotoxicité induit par les
récepteurs NMDA extrasynaptiques, mais pas la neuroprotection engendrée par les

rNMDA synaptiques (Wang et al., 2013). La calpaine provoque aussi la dégradation
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des protéines du cytosquelette et des protéines structurales nécessaires au maintien
et a I'intégrité de la structure neuronale, ce qui assure les fonctions de la cellule. Ainsi
la dégradation de ces protéines conduit a 'auto-destruction des neurones. Cela a été
prouvé dans plusieurs recherches, ou linhibition de la calpaine a inhibé a son tour

'apoptose (Momeni., 2011)

D’ailleurs, I'activation de la calpaine induit aussi la diminution des rNMDA synaptiques
(Yuen al., 2008). Dans ces circonstances, la protéase en question, a la capacité de
cliver la queue C-terminal de la sous-unité GIuUN2B ce qui propose un réle particulier
pour celle-ci dans I'exportation du récepteur. Notamment, la perturbation de
I'interaction entre la PSD95 et la sous-unité GIuN2B facilite le clivage de cette sous-
unité (Yuen al., 2008). Ce qui suppose leur endocytose, ou leur diffusion latérale, car
ils ne peuvent plus se stabiliser a la synapse. C’est pourquoi la PSD95 semble jouer
un role protecteur dans lintégrité des rNMDA. D’autant plus que la terminaison C-
terminal de la sous-unité GIUN2B contient des domaines structurels requis pour
I'association avec des protéines d’échafaudage, des molécules de signalisation et des
protéines du cytosquelette, la coupure induite par la calpaine devrait avoir un impact

significatif sur 'expression et la fonction des rNMDA.

1.8 Problématique, hypothese et objectif

Bien qu’il y ait de nombreuses études qui ont été faites sur la potentialisation a long
terme et les processus d’excitotoxicité, ces deux mécanismes s’averent trés
complexes et encore trés mal compris. D’autant plus que ces deux fonctions
possédent plusieurs protéines en commun participant a leurs mécanismes
moléculaires. Parmi ceux-ci, le récepteur NMDA reste le plus important, car il est le
siege de la formation de la mémoire et il est également I'un des principaux acteurs

responsables de la mort cellulaire et des maladies pathologiques subséquentes.

Plus spécifiqguement, la sous-unité GIuN2B de ce récepteur participe a plusieurs voies
de signalisation par sa terminaison cytoplasmique. Comme il a été vu precédemment,
celui-ci permet de maintenir I'activité de la CaMKII lors des mécanismes de plasticité
synaptique ce qui induit 'augmentation des rAMPA a la synapse (Bayer et al., 2001).

Le rNMDA engendre également la synthése de protéines en favorisant la
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phosphorylation de la voie ERKY2 ou celle-ci initie I'activité enzymatique de la m-
calpaine et génére a son tour le clivage des protéines du cytosquelette (Lynch et
Baudry., 1984). Cela provoque un remodelage structurel de I'épine synaptique ainsi
que le grossissement de celle-ci (Araya et al., 2014). D’autant plus que les rNMDA
eux-mémes, par l'influx calcique qu’ils générent, engendrent aussi I'activation de la p-

calpaiine dans ce processus de potentialisation a long terme (Wang et al., 2014).

Par ailleurs, ces récepteurs glutamatergiques sont également impliqués dans plusieurs
maladies neurodégénératives par I'excitotoxicité qu’ils déclenchent. Ils engendrent
leur propre internalisation en réponse aux mécanismes d’apoptose (Wu et al., 2017).
Sans oublier que la m-calpaine semble, encore une fois, participer a ce processus.
Cependant cette fois-ci, la protéase en question n’est pas activée par la
phosphorylation de ERKY2, mais par la grande quantité de calcium intracellulaire
induite par l'activité anormale des rNMDA. La calpaine favorise la dégradation des
protéines du cytosquelette, engendre la déphosphorylation de ERKY2 et s’ensuit la
mort cellulaire (Xu et al., 2009). Ainsi, on en conclut que I'activation appropriée des

rNMDA est importante pour les fonctions physiologiques.

Toutefois, la ligne directrice entre la plasticité constructive et destructive est mince. Le
récepteur NMDA commande l'information de la cellule et des protéases comme la
calpaine répondent a ce commandement en clivant certaines protéines. Le message
envoyé peut étre négatif ou non et la frontiére entre les deux états peut étre tres difficile
a établir. Dans les deux cas, ces deux protéines participent a I'excitotoxicité etala LTP

d’autant plus que la queue C-terminal de GIuUN2B est une cible pour la calpaine.

Au sein du laboratoire du Pr. Paul De Koninck, nos résultats suggerent que la calpaine
clive la queue C-terminal de la sous-unité GIuN2B du récepteur NMDA et génére un
fragment intracellulaire. Toutefois, le fragment généré n’a jamais été étudié, méme si
cela fait déja une vingtaine d’années que certaines études ont pris conscience du
clivage de cette sous-unité. C’est la raison pour laquelle je m’intéresse tout
particulierement a ce fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B dans le cadre de
mes recherches. Pour comprendre son éventuel réle dans la fonction synaptique, la
plasticité synaptigue ou dans I'excitotoxicité, il est important de connaitre i) les

conditions menant a sa production, ii) son parcours intracellulaire, iii) ses interactions
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avec d'autres protéines et iv) s'il module des cascades de signalisation intracellulaires.
Mon projet de maitrise consiste a clarifier cette problématique. Mon hypothése de
départ fut que le fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B du récepteur NMDA est
impliqué dans la fonction synaptique au niveau de la signalisation de la CaMKIl en

maintenant 'enzyme active.

J'ai donc réalisé des études biochimiques par Western Blot sur des neurones corticaux
en culture afin de mettre en évidence la présence de ce fragment, sa localisation et
ses possibles interactions. Ainsi, mon premier but était d'optimiser la technique de
fractionnement neuronal afin de découvrir ou se trouve le fragment dans la cellule et
sous quel type de stimulation il peut étre généré. Ensuite, mon deuxiéme obijectif
consistait a confirmer la présence de ce fragment GIuN2B en infectant des cellules
corticales avec une construction du plasmide de la sous-unité GIuN2B contenant une
étiquette HA a la queue C-terminal. La détection du fragment avec un anticorps anti-
HA permettrait ainsi de confirmer la spécificité de nos anticorps a reconnaitre la queue
C-terminal de GIuN2B. Enfin, mon dernier objectif était d'effectuer des expériences
d'immunoprécipitation dans des conditions ou j'ai induit le clivage de la sous-unité
GIuN2B afin d'examiner les possibles interactions de ce fragment C-terminal avec la
CaMKIl et la PSD95 qui sont toutes deux essentielles a I'apprentissage et la formation

de la mémoire.
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Chapitre 2

Méthodologie

2.1 Culture de neurones corticaux

Afin d'accomplir mes objectifs, j'ai utilisé des cultures de neurones corticaux agés de
12 a 15 jours. Cette tranche d'age est capitale dans le cadre de mon projet, car la
sous-unité GIUN2B y est principalement exprimée par rapport aux autres sous-unités
constituant le récepteur NMDA. Au début de mes recherches, j'effectuais moi-méme
la préparation des cultures, mais puisqu’elles nécessitaient trop de temps, elles ont
par la suite été faites par Francine Nault, Charleen Salesse et Laurence Emond. Pour
ce faire, le cerveau de rat naissant (PO a P2) a été extrait et dissocié dans une solution
de Papain 12 U/mL, afin d'étre digéré enzymatiquement. Par la suite, les neurones ont
été lavées dans une solution de Neurobasal et soumises a différentes centrifugations.
Subséquemment, elles ont été comptées avant d'étre mises en pétri (100 mm) a la
densité désirée (30 millions de cellules/pétri) ou les pétris étaient préalablement
recouverts de Poly-D-Lysine. Ceux-ci sont ensuite maintenus de 12 a 15 jours dans
un incubateur a 37 °C/5%CO2. Lors de cette incubation, la moitié du milieu de culture
(Neurobasal complet) est remplacée deux fois dans la premiere semaine et trois fois

la semaine suivante.

2.2 Infection virale

J'ai infecté des neurones corticaux avec un virus exprimant la sous-unité GIuN2B avec
une étiquette SEP a la partie N-terminal et une étiqguette HA a la terminaison
cytoplasmique. L'infection a été faite a 75 MOI (multiplicity of infection) pendant 2
heures et laissée 48 heures a l'incubateur afin que la protéine SEP-GIUN2B-HA

s'exprime suffisamment.
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2.3 Traitement des cellules

Dans le but d'induire la plasticité synaptique dans les cultures, j'ai utilisé un protocole
de stimulation LTP chimique basé sur I'ajout de Bicuculine (50uM) /4AP (2,5 mM) pour
30 a 60 minutes (Hardingham et Bading., 2002). La bicuculline retire I'inhibition
Gabaergique sur le réseau de neurones excitateurs et le 4amino-pyridine prolonge la
dépolarisation des neurones en ralentissant la repolarisation de la membrane. Cela
favorise la génération de potentiels d'action et ainsi I'activation des récepteurs NMDA
synaptiques (Hardingham et Bading 2002). Une autre stimulation a été utilisée pour
induire la mort neuronale. Elle consiste a activer le récepteur NMDA avec ses deux
coagonistes, la glycine (10 uM) et le glutamate (100 uM) (Stout et al. 1996) pendant
30 a 60 minutes. Cette stimulation est reconnue pour provoquer l'excitotoxicité par
I'activation de tous les récepteurs NMDA (synaptiques et extrasynaptiques) (Papouin
et al., 2012). De plus, afin d'analyser les conséquences induites par la calpaine sur la
sous-unité GIUN2B, les cellules ont été prétraitées et traitées avec des inhibiteurs de
la calpaine 1 () et la calpaine 2 (m), le MDL (50 puM) pendant 30 minutes. Finalement,
pour provoquer l'activation de la m-calpaine, j'ai utilisé 1,25 mM de Ca?* et 100 ng/mL
de BDNF.

2.4 Fractionnement neuronal

Les neurones corticaux préalablement traités ont été immédiatement mis sur glace
afin d'arréter toute l'activité enzymatique des cultures. Ensuite, jai procédé au
fractionnement neuronal, afin d'identifier ou se trouve le fragment C-terminal de la
sous-unité GIuN2B. Cette méthode est importante, car elle permet d'isoler les
protéines spécifigues a chaque fraction et ainsi augmenter la concentration du
fragment recherché, dans la fraction ou celui-ci se situe. Durant cette technique, les
cellules ont d'abord été lavées deux fois avec une solution de DPBS et lysées a l'aide
d'un tampon sucrose (0,32 M sucrose, 10 mM Hepes pH 7.4). Les étapes suivantes
comprenaient plusieurs centrifugations. La premiére, apres avoir lysé les neurones,
était de 1000 G pendant 30 minutes, afin d'isoler les noyaux dans le culot récolté.
Ensuite, le surnageant a été centrifugé a 12 000G pour séparer le cytosol des
membranes plasmiques qui sont aussi appelées synaptosomes. Apres deux lavages

de ces membranes, jai procédé a la solubilisation de la fraction non-PSD
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(extrasynaptique) en incubant ceux-ci dans un tampon contenant 2% de triton (Tx-100)
a pH 8 pour 30 minutes (20 mM Hepes pH 8, 100mM NacCl, 2% Tx-100). Par une
centrifugation a 12 000G, j'ai récolté la fraction non-PSD qui se retrouvait dans le
surnageant. Le culot restant correspondait a la fraction PSD (synaptique). Jai
solubilisé celle-ci a l'aide d'un tampon contenant 1% de triton, 1% de déoxycholate
(DOC) et 1% de SDS a pH 7.5 (20mM Hepes pH 7.5, 150 mM, 1% Tx-100, 1% DOC,
1% SDS). Une incubation de 1h dans ce tampon a été nécessaire pour bien solubiliser
les membranes de la fraction synaptique puis une centrifugation a 10 000 G m'a permis

d'obtenir la fraction PSD correspondant au surnageant.

Neuronal Culture =l —_— — S —
B Lysisbuffer | | Centrifuge || piscard | | Centrifuge | | Discard |_
B Homogenize 1000x g Pellet 12,000 x g Cytosol
I~ | 30minutes ™ | (nucleus) [~ | 20minutes = | fraction
— 4°C = = 4°C = .
Homogenate Synaptosomes

Figure 2.1. Isolation des synaptosomes. Ce schéma démontre l'isolation des membranes plasmiques
par différentes centrifugations. La premiére centrifugation & 1000G permet d'isoler la fraction nucléaire.
Le surnageant, qui correspond au cytosol avec les membranes plasmiques, est ensuite centrifugé a 12
000 G, afin d'isoler les synaptosomes dans le culot récolté. (Tirée de Method to isolate functional
synaptosomes, ThermoFisher)

Au cours de mon projet, j'ai également isolé la fraction nucléaire. Pour ce faire, j'ai
solubilisé celle récoltée pendant le fractionnement avec une solution concentrée en
sel (400mM NaCl, 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 8), afin de lyser la membrane nucléaire
et solubiliser I'ADN. Ensuite, j'ai effectué une centrifugation a 24 000 G pendant 20
minutes pour récolter le surnageant qui correspond a la fraction voulue. J'ai également
isolé les microsomes qui sont de petites vésicules provenant du réticulum
endoplasmique et de l'appareil de Golgi. J'ai donc pris la fraction cytosolique que j'ai
obtenue lors du fractionnement et j'ai fait une centrifugation a 165 000G pendant 2h.
Le surnageant constituait le cytosol soluble et le culot, les microsomes. A noter que
tout au long de ces manipulations, mes échantillons étaient conserves sur glace et les
solutions étaient toutes constituées d'antiprotéases (Complete (Roche), 2mM EGTA,
2mM EDTA, 1mM PMSF, 10 ug/ul Aprotinin et 10 ug/ul Pepstastin A) et
d'antiphosphatases (Cocktail 2 et Cocktail 3 de Sigma a 0,5ug/ul).
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2.5 Dosage de Protéines

Tous les extraits protéiques ont été dosés avant la migration sur gel. Pour ce faire, j'ai
utilisé la méthode de Bradford qui est un dosage colorimétrique. L’intensité de la
couleur, développée aprés 'ajout du réactif de Bradford (Biorad laboratoires, USA, #
500-0006), traduit la quantité de protéines dans mes échantillons, en mesurant le
spectre d’absorbance, dans une micro cuve (plagque 96 puits) a 595nm. L’appareil
calcule alors la densité optique de chaque échantillon. Une gamme de concentration
connue de BSA a été dosée en parallele, afin de réaliser une courbe standard, ce qui
m'a permis de déterminer la quantité de protéines présente dans chaque échantillon.
Les échantillons sont dosés en triplicata, en utilisant une dilution de 1/20, afin que la
densité optique de I'échantillon entre dans la courbe standard du dosage obtenu par
la BSA (0.5 ug a 1.5 ug).

2.6 Activité enzymatique de la calpaine

Lors de mes recherches, j'ai également vérifié I'activité enzymatique de la calpaine
avec le "Calpain Activity Fluorometric Assay Kit" (#K240-100), afin d'observer 'activité
de cette protéase lors d'une stimulation, mais aussi, la capacité des inhibiteurs de la
calpaine a inhiber son activité. Cet ensemble de solutions m'a permis de vérifier
I'activité de cette enzyme par le clivage du substrat Ac-LLY-AFC, qui émettait de la
lumiére jaune a 505 nm. Je pouvais ensuite quantifier ce clivage avec un fluorimétre
et comparer ces données avec les contrbles. Dans cette expérimentation, j'ai utilisé
100 ug de protéines provenant du cytosol, que j'ai ensuite incubé avec son substrat,

pendant 1 heure a 37°C, avant de lire la fluorescence.

2.7 pu-Calpaine active in vitro

Au cours de cette étude, j'ai regardé l'implication de la p-calpaine par des expériences
de calpaine active in vitro. J'ai usé de 50 ug de la fraction PSD ou j'ai ajouté 5 ug de
p-calpaine active et 1mM de CaClz. A posteriori, j'ai analysé le clivage de la sous-unité

d'intérét par Western blot.
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2.8 Immunoprécipitation

J'ai aussi employé la technique d'immunoprécipitation, afin de mettre en évidence les
protéines pouvant avoir une interaction avec le fragment C-terminal de GIuN2B, tel
que CaMKIl et PSD95. Cette méthode consiste en I'accrochage d’une premiére
protéine dintérét avec un anticorps spécifigue par un complexe
bille/anticorps/protéine. Une fois migrée sur gel, il nous est possible de déterminer les
différents partenaires d'interaction de cette protéine. Ainsi, j'ai immunoprécipité la
CaMKIl et la PSD95 et jai examiné leurs interactions avec la queue du rNMDA. J'ai
utilisé 50 uL de Dynabeads Protein G (10003D) pour chacune des conditions ou j'ai
homogénéisé avec 10ug d'anticorps, pendant 2 heures. Suite a plusieurs lavages, j'ai
déposé 100ug d'antigene, qui se trouve a étre la fraction PSD et j'ai incubé ce
complexe toute la nuit. Finalement, j'ai obtenu le complexe souhaité en éludant la bille,
dans une solution de 2% SDS 1X contenant 6M d'urée, que j'ai ensuite chauffée a

70°C pendant 10 minutes.
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Figure 2.2. Technique d'immunoprécipitation. Pour vérifier l'interaction entre deux protéines, on
ajoute d'abord un anticorps spécifique a la protéine que I'on veut étudier a une bille magnétique. Ensuite,
on ajoute ce complexe au lysat que I'on veut analyser. Les protéines qui interagissent avec la protéine
d'intérét vont maintenir leurs interactions en formant un complexe avec la bille magnétique que I'on élut,
pour finalement analyser cette interaction par Western blot. (Magnetic beads separation, page web)

2.9 Migration sur gel

Apres leur dosage, les échantillons ont été préparés dans un tampon dénaturant de
2% SDS 3X contenant 6M d'urée, avant leur dépdt sur le gel d'acrylamide, de sorte

gue la quantité finale soit de 30 a 50 ug par puits. Les échantillons ainsi préparés sont
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chauffés a 95°C, pendant cing minutes, avant d’étre déposés sur des gels en gradient
de 4-12% d’acrylamide (Invitrogen novex). Le tampon de migration utilisé est du MOPS
(NUPAGE MOPS SDS Running Buffer 20x, de Novex) 1x qui est préconisé pour la
séparation de protéines de haut poids moléculaire. Un marqueur de poids moléculaire
(Prestained See Blue, Invitrogen novex) a été déposé dans le premier puit, afin de
déterminer la taille des protéines en fonction de leur migration. Cette derniére a été
faite a 100V jusqu’a ce que le front de migration sorte du gel. Le transfert a par la suite
éte fait a 60V pendant 90 minutes, dans du tampon de transfert (Tris 2mM, Glycine
190 mM, Méthanol 20%). Au dernier stade, les membranes ont été séchées pendant

au moins 1 heure, pour maximiser la rétention de protéines.

2.10 Traitement des membranes

Suite au transfert de protéines, les membranes ont été lavées dans du TTBS 1x (150
mM NaCL, 10 mM Tris pH 7,4, 0,05% Tween-20), avant d’étre incubées 30 minutes
dans du TTBS avec du lait 5% a température ambiante, afin de saturer les sites non
spécifiques. A noter que j'ai employé du TTBS lors de la méthode de révélation par la
molécule HRP et j'ai utilisé du TBS (sans Tween-20) pour ces deux étapes, lors de la

révélation avec le LI-COR.

Ensuite, les membranes ont été incubées avec différents anticorps spécifiques de mes
protéines d'intéréts (p-ERK, GIuN2B (C-terminal ou N-terminal), a-CaMKII, p-CaMKII,
B-tubuline, synaptophysin, et PSD-95) sous agitation toute la nuit a 4°C. Les différents
anticorps ont été utilisés aux dilutions suivantes : p p-44/42 ERKY2 1/500 (rabbit, Cell
Signaling), GIuN2B monoclonal 1/200 (mouse, MAB5778 Millipore), GIuN2B 1/1000
(Guinea pig, Synaptic Systems), GIuN2B N-terminal 1/500 (rabbit, Alomone labs),
GIuN2B polyclonal 1/500 (rabbit, Millipore) p-CaMKII 1/500 (mouse, cell signaling), a-
CaMKIl 1/1000 (rabbit, Abcam/ mouse, Life Technologies), B-tubuline 1/10 000 (rabbit,
Synaptic Systems), synaptophysin 1/1000 (mouse, Sigma) et PSD-95 1/1000 (mouse,
Thermo scientific / rabbit, Cell signaling).

Suite a cette étape, les membranes sont lavées trois fois pendant 15 minutes avec du

TTBS, avant d’étre réincubées avec un second anticorps spécifique de l'anticorps
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primaire utilisé pendant deux heures a température ambiante (dans du TTBS/lait 5%).
Selon la méthode de détection, j'ai utilisé des anticorps secondaires différents. Tout
d'abord, pour la méthode avec le HRP, les anticorps secondaires ont été dilués comme
suit : anti-lapin 1/2000 (Thermo scientific) et anti-souris 1/2000 (Thermo scientific). Ces
anticorps secondaires étant couplés avec une enzyme particuliére (HRP, Horse radish
peroxidase) réagiront avec un substrat ECL (SuperSignal West Femto Stable Peroxide
Buffer et SuperSignal West Femtoluminol/Enhancer solution ; Thermo scientific). La
réaction produira ensuite un signal luminescent sur la membrane qui au contact d’'un
film radiographique va imprimer celui-ci Ia a I'endroit ou le substrat et 'enzyme auront
réagi, c'est-a-dire au niveau de nos protéines d’intéréts. Par contre, le signal n'est pas
stable et disparait rapidement. C'est pourquoi, a la fin de mon projet, j'ai opté pour le
LI-COR, car ce systeme est plus précis et le signal se maintient pendant plus de 2
mois. A l'aide de cette méthode, j'ai utilisé des anticorps secondaires couplés avec de
la fluorescence (IRDye 680 ou IRDye 800, LI-COR) a une dilution de 1/10 000 que j'ai
incubé 2 heures a l'abri de la lumiere pour finalement détecter la fluorescence a 700
nm ou a 800 nm avec le scanner LI-COR Odyssey. L’avantage de cette méthode est
gu’elle permet de détecter deux protéines différentes sur la méme membrane si les

anticorps primaires proviennent de différents hotes.

2.11 Quantification

En ce qui a trait a la quantification, j'ai analysé les résultats obtenus sur film avec le
logiciel ImageJ et ceux obtenus avec le LI-COR, avec le logiciel Odyssey. Ces deux
programmes permettent d'analyser l'intensité de la bande détectée sur la membrane.
On peut alors la comparer aux différentes conditions induites lors du traitement des
cellules. Grace a cette intensité, il m'a été permis de calculer le ratio de la sous-unité
GIuN2B compléte versus le fragment induit. Pour ce faire, afin de normaliser chacun
des résultats, j'ai soustrait I'intensité du "background” (IBG) au signal récolté pour le
fragment (IF) et j'ai également soustrait le IBG a l'intensité obtenue pour le récepteur
complet (IC). Par la suite, j'ai additionné le signal du fragment a celui obtenu pour la

sous-unité complete de la méme condition (ITot). Ainsi, j'ai pu calculer le ratio de :

IF—-IBG
ITot

IC—-IBG
Tot

x 100 pour le fragment induit et le ratio de :

x 100 pour le pourcentage de

récepteur complet. Cette fagon de faire permet d'éviter les erreurs de variations causés
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par le dépdbt des échantillons sur gel et par le transfert des protéines sur la membrane.
Sans oublier que l'utilisation de ce ratio permet également d'esquiver les fluctuations

produites entre les différentes cultures neuronales.

Par ailleurs, l'utilisation d’'une stimulation au glutamate provoque le clivage de
plusieurs protéines contrdles, dont I'actine et le GAPDH qui sont habituellement utilisés
pour vérifier les variations causées entre les différentes conditions. Il m'était donc
impossible de pouvoir normaliser mes résultats avec ces protéines controles. J'ai donc
tenté la quantification des protéines totales, mais encore une fois, étant donné que la
stimulation d'intérét clive principalement les grosses protéines, I'addition des protéines
totales sous cette stimulation est toujours inférieure aux autres conditions. Ceci est d(
aux transferts de protéines, car les plus grosses d'entre elles ne se transférent pas a
la méme vitesse que les petites. Malgré tout, vers la fin de mon projet, j'ai constaté
que la CaMKIl ne présentait pas de variation entre les différentes conditions induites.
J'ai donc employé lintensité obtenue pour cette protéine afin de normaliser mes
résultats lorsque je le pouvais. Pour arriver a cette fin, j'ai pris l'intensité de I'échantillon
a analyser (IE) ou j'ai soustrait le IBG. J'ai ensuite pris l'intensité de la bande
correspondant a la CaMKII (ICaM) pour la méme condition et j'ai fait un ratio de :

IE-IBG

YT X 100. A l'aide de ce résultat, il m’a finalement été possible de comparer les

valeurs entre elles, en effectuant le ratio de celles-ci, sur la donnée obtenue pour la

condition contrdle et son pourcentage en multipliant par 100.
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Chapitre 3

Résultats

3.1 Clivage de la sous-unité GluN2B

Des études antérieures ont démontré le clivage de la sous-unité GIUN2B par la
calpaine lors de l'activation des rNMDA. Notamment, I'équipe de Lynch a observé
I'induction d'un récepteur tronqué a ~115 kDa lors d'une stimulation avec les agonistes
du rNMDA (glutamate et la glycine). Cette portion du récepteur a été détectée a l'aide
d'un anticorps contre la partie N-terminale de la sous-unité (Simpkins et al., 2003). Par
contre, le fragment C-terminal induit n'a jamais fait objet d'une étude approfondie. Les
résultats préalablement obtenus dans le laboratoire du Pr. Paul De Koninck proposent
gu'il y a un fragment C-terminal de généré sous cette stimulation (Figure 3.1).

Cependant, on ne connait pas son rble dans la fonction synaptique ni sa localisation.

(] > "\) 6
& ¥ L
§ ¥ ¥ ¥ o
¢ & & & 2
G|UNZB_) v p— e -194
complet
Fragment

C-terminal . I 1 -39

C-terminal GIuN2B
(monoclonal)
Lysat total

Figure 3.1 Clivage de la sous-unité GIuN2B. Détection de la sous-unité GIuUN2B avec un anticorps
contre la partie intracellulaire C-terminal de la sous-unité lors d'une stimulation avec les agonistes du
rNMDA. Les échantillons proviennent d'une culture d'hippocampe agé de 3 semaines ou le lysat total a
été déposé sur gel de polyacrylamide. Ce résultats a été obtenu par Barthélémy Tournier.
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3.2 Purification des fractions neuronales

Afin de localiser le fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B dans le neurone, j'ai
commencé mon projet de recherche par la purification des synaptosomes, car ils
correspondent a la fraction neuronale la plus susceptible de contenir le fragment
recherché si ce dernier joue un réle dans la fonction synaptique. Les synaptosomes
sont ensuite divisés en deux autres fractions; la fraction PSD et non-PSD (figure 3.2.A).
La fraction PSD correspond a la densité post-synaptique ou il y a accumulation de la
PSD95, alors que la fraction non-PSD représente la membrane plasmique du bouton
terminal de I'axone et de I'épine dendritique mais tout en excluant la membrane post-
synaptigue exposée a la fente synaptique. Cette fraction contient d'ailleurs la
synaptophysin, qui est une protéine membranaire spécifique aux vésicules

présynaptiques et qui sert de marqueur moléculaire pour la fraction non-PSD.

Avec l'utilisation d'un marqueur de la fraction PSD, la PSD95 et non-PSD, la
synaptophysin, jai pu purifier chaque fraction en utilisant différents tampons de
solubilisation contenant diverses concentrations de triton (tx-100), a différent pH (8-9),
afin gqu'il n'y ait pas de trace de la PSD95, dans la fraction non-PSD ni de contamination
de la synaptophysin dans la fraction PSD. Les résultats révelent une fraction non-PSD
purifiée par I'emploi de I'anticorps contre la PSD95, car il n'y a aucune bande révélée
dans cette fraction (Figure 3.1.B). De plus, la fraction PSD est purifiée seulement dans
la condition ou la solubilisation du non-PSD a été faite dans un tampon contenant 2%
de triton a pH 8, puisqu' il y a absence de synaptophysin a ~34 kDa sur la Figure 3.2.B.
Ainsi, ce tampon a été utilisé pour tous les autres fractionnements (Figure 3.2.C).
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Figure 3.2 Purification des différentes fractions neuronales. (A) Schéma représentant la fraction
PSD et non-PSD sur les synaptosomes isolés. (B) Purification de la fraction PSD par I'emploi d'un
tampon d'extraction des synaptosomes composés de 2% de triton tx-100 a pH 8. (C) Confirmation de
la pureté de la fraction PSD et non-PSD par des marqueurs spécifiques a chacune des fractions, les
échantillons ont été déposé sur gel en triplicatat.
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3.3. Localisation du fragment C-terminal de GIuN2B

Aprés avoir purifié les fractions PSD et non-PSD, jai analysé leur contenu par la
technique d'immunobuvardage ciblant le rNMDA apres avoir induit différentes
stimulations neuronales. J'ai comparé un stimulus causant la LTP en appliquant la
bicuculline et le 4AP (Bic/4AP) (Hardingham et Bading., 2002), ou un stimulus causant
I'excitotoxicité des neurones, en appliquant du glutamate et de la glycine (Glu/gly)
(Stout et al., 1996).

Dans un premier temps, j'ai examiné la fraction non-PSD avec un anticorps spécifique
a la partie N-terminale de la sous-unité GIuN2B, afin de percevoir le récepteur tronqué
induit par la calpaine comme démontré par le laboratoire de Lynch. A cette fin, les
résultats présentent l'apparition de la sous-unité tronquée a ~110 kDa lors d'une
stimulation excitotoxique causée par le glutamate d'autant plus que la durée de la
stimulation permet d'amplifier la présence du récepteur tronqué dans cette fraction
(Figure 3.3.A). En effet, I'analyse de l'intensité du récepteur complet et du récepteur
tronqué induit par la stimulation au glutamate provoque environ 50% de clivage (ratios
GIuN2B complet vs tronqué) de la sous-unité complete, apres 1h de traitement et
environ 40% apres 15 minutes (Figure 3.3.B). Le clivage semble donc spécifique a la

stimulation causant le processus d'excitotoxicité et de mort cellulaire.

Par ailleurs, j'ai également examiné la fraction PSD, afin de trouver le fragment
complémentaire au récepteur tronqué induit par l'activation de tous les récepteurs
NMDA. Etant donné que le récepteur tronqué posséde un poids moléculaire de 110
kDa, je m'attendais a trouver un fragment C-terminal a environ 60 kDa puisque la
somme des deux parties tronquées et du fragment induit devrait avoir un poids
moléculaire de 170 kDa, correspondant a la sous-unité complete. Effectivement, les
résultats démontrent l'induction d'un fragment a ~60 kDa dans la fraction PSD lors de
la stimulation excitotoxique (figure 3.3.A) et tout comme le récepteur tronqué, il est
amplifié apres 1h de traitement et ce, allant jusqu'a ~25% de clivage (ratios GIuN2B

complet vs fragment) par rapport a la sous-unité GIuN2B compléte (Figure 3.3.C).

Parallelement, j'ai regardé la phosphorylation de la voie ERKY, afin de confirmer

I'impact attendu des stimulations induites (Wang et al., 2013). La stimulation bic/4AP
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provoque bien la phosphorylation de cette voie (~ 44 kDa), ce qui permet la synthése
de protéines et I'expression de la potentialisation & long terme (Wang et al., 2013). A
l'opposeé, la stimulation au glutamate n'induit pas ou presque pas la phosphorylation
de cette voie, ce qui confirme son rdle dans les processus de mort cellulaire ou la
phosphorylation de ERKY est inhibée (Ilvanov et al., 2006) (Figure 3.3.A).

J'ai également analysé la fraction nucléaire (Résultat non montré) ainsi que la fraction
cytosolique (Annexe 2) afin de déterminer le parcours du fragment induit lors de la
stimulation au glutamate et ces deux fractions ne démontraient pas de trace du
fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B. Donc le fragment semble se localiser

principalement dans la fraction PSD, car il est absent des autres fractions neuronales.
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Figure 3.3. Clivage de la sous-unité GIuN2B. (A) Détection de la sous-unité GIuN2B dans la fraction
non-PSD avec un anticorps contre la partie extracellulaire N-terminal. Détection de la partie C-terminal
de la sous-unité et de la phosphorylation de ERKY2 dans la fraction PSD sous divers traitements. (B)
Ratios du récepteur complet vs le récepteur tronqué dans la fraction non-PSD dans différentes
conditions. (C) Ratios du fragment C-terminal sur la sous-unité GIuN2B compléte dans la fraction PSD.
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3.4. Détection du fragment C-terminal aprés infection virale

Les résultats précédents ont démontré un fragment C-terminal de GIuN2B dans la
fraction PSD. Cependant, celui-ci n'a jamais été observé auparavant. Est-il un artéfact
révelé par l'anticorps utilisé? Afin de confirmer la présence de ce fragment dans la
PSD, j'ai infecté mes cultures de neurones corticaux avec un adénovirus qui permet
d'exprimer une sous-unité GIuUN2B avec une étiquette HA a I'extrémité de la queue C-
terminal de la sous-unité (Figure 3.4.A). Ainsi, en employant un anticorps anti-HA, je
pourrais confirmer la spécificité des anticorps contre GIuN2B a reconnaitre le fragment
induit dans la PSD.

Dans un premier temps, j'ai infecté les cultures neuronales avec un virus exprimant la
sous-unité GIuUN2B avec une étiquette SEP a l'extrémité N-terminal et une étiquette
HA a l'extrémité C-terminal. Dans un deuxieme temps, j'ai appliqué une stimulation au
glutamate afin de générer le fragment C-terminal. Ensuite, j'ai détecté ce fragment
avec l'aide d'un anticorps contre I'étiquette HA dans la fraction PSD (Figure 3.4.B). Les
résultats démontrent clairement la présence d'un fragment a ~60 kDa reconnu par
I'anticorps anti-HA dans la fraction PSD. Par conséquent, ce fragment ne semble pas
étre un artéfact et il serait spécifique a la sous-unité GIuN2B. L'anticorps détecte aussi
le récepteur complet, mais cette fois-ci il se retrouve a ~ 195 kDa, car I'étiquette SEP,
a l'extrémité N-terminal de la sous-unité, posséde un poids moléculaire de 25 kDa
ajouté au poids moléculaire de la sous-unité GIuN2B complete a 170 kDa. En
revanche, il est difficile d'observer le clivage de la sous-unité compléte et de faire la
quantification avec la méthode de détection utilisant le HRP puisque la bande a ~195

kDa est tres intense et saturée.

J'ai donc répété I'expérience en utilisant le systéme LI-COR, car celui-ci est davantage
sensible et permet d'obtenir une quantification plus précise. Lors de cette expérience,
j'ai également ajouté une condition ou j'ai stimulé les neurones avec le bicuculline ainsi
qu’une autre ou les cellules n'étaient pas infectées par I'adénovirus exprimant
I'étiquette HA, a l'extrémité C-terminal de la sous-unité GIuN2B dans le but de
m'assurer que le fragment détecté était bien spécifique a I'anticorps anti-HA utilisé. Les

résultats démontrent que la sous-unité GIuUN2B complete est révélée avec I'anticorps
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anti-HA seulement lorsque les cellules sont infectées, ce qui certifie la spécificité de
I'anticorps d'autant plus que le fragment C-terminal endogéne produit par infection
virale se retrouve encore dans la fraction PSD a ~60 kDa, aprés une stimulation au
glutamate, ce qui confirme la reproductibilité de mes résultats (Figure 3.4.C). L'analyse
de ce gel, révélé avec le systéme LI COR, démontre que la stimulation au glutamate
induit 8% de clivage de la sous-unité GIuN2B endogéne. (Figure 3.4.D). J'ai examiné
aussi si la stimulation avec la bicuculline induisait elle aussi un fragment C-terminal
dans la fraction PSD, qui serait reconnu par I'anticorps anti-HA et les résultats restent

négatifs (Figure 3.4.C).
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Figure 3.4. Infection des cultures corticales par le virus SEP-GIuUN2B-HA. (A) Schéma représentant
la sous-unité GIuN2B exprimée par le virus. Celle-ci possede une étiquette HA a I'extrémité C-terminal
de la sous-unité et peut ainsi étre détectée par un anticorps anti-HA. (B) Détection par Western blot
(HRP) du fragment C-terminal de GIuN2B, aprés infection virale exprimant SEP-GIuUN2B-HA avec un
anticorps anti-HA dans la fraction PSD, sous une stimulation excitotoxique. (C) Révélation de GIuN2B
par un anticorps anti-HA, aprées infection virale sous divers traitements dans la PSD. La détection a été
faite avec le systeme LI-COR. (D) Ratios du fragment C-terminal dans la fraction PSD vs GIuN2B
complet, lors de différentes stimulations et aprés infection virale. La quantification des résultats est
obtenue suite a la révélation avec le LI-COR (C).
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Dans le méme ordre d'idée, afin de confirmer la présence du fragment C-terminal de
la sous-unité GIuN2B dans la fraction PSD, j'ai employé deux anticorps différents, qui
sont tous deux spécifiques a cette sous-unité et susceptibles de reconnaitre le
fragment. J'ai également repris les mémes échantillons qu'a la Figure 3.4.C ou jai
infecté les cellules avec un virus possédant une étiquette HA, a l'extrémité C-terminal
de GIuN2B, afin de comparer le fragment du rNMDA produit par le virus lors d'une
stimulation excitotoxique a la population entiere de fragment généré dans la cellule
suite a l'application du glutamate. Ainsi, encore une fois, je détecte le fragment C-
terminal seulement lorsque les cellules ont été stimulées par le glutamate et la glycine
(Figure 3.5). D'autant plus que ce fragment C-terminal de GIuN2B est révélé par deux
autres anticorps différents, soit I'anticorps monoclonal spécifigue a la terminaison
cytoplasmique de GIuN2B (Figure 3.5.C) et l'anticorps anti-GluN2B de chez Synaptic
Systems (Figure 3.5.A). Ces résultats proposent donc qu'il y ait réellement un fragment
qui existe dans la fraction PSD car il est détecté par 3 anticorps différents, si on compte
I'anticorps anti-HA. De plus, lI'analyse des données démontre que la stimulation au
glutamate induit 10% de clivage de la sous-unité complete lors de la détection par
I'anticorps provenant de chez Synaptique Systems (Figure 3.5.B) et 12% de clivage
lorsque celui-ci est détecté par I'anticorps monoclonal contre la partie C-terminal de
GIuN2B (Figure 3.5.D). Il y a donc 2 a 4% de fragments supplémentaires, qui sont
détectés avec les anticorps contre la sous-unité d'intérét, apres une stimulation au
glutamate, que de fragment endogene généré par l'adénovirus et reconnu par
I'anticorps anti-HA (8% de clivage). Ce qui est normal car le virus n'infecte pas toutes
les cellules contenues dans le pétri lors de l'infection virale. Donc, il y a un certain
pourcentage des cellules qui synthétise la sous-unité GIuUN2B sans I'étiquette HA a

['extrémité C-terminal.
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Figure 3.5. Détection du fragment C-terminal de GIuN2B par différents anticorps. (A) Révélation
de GIuN2B suite a une infection virale SEP-GIuUN2B-HA dans la fraction PSD avec un anticorps
spécifique a la sous-unité en question provenant de chez synaptique Systems. (B) Ratios de GIuN2B
vs le fragment des résultats obtenus en A. (C) Détection du fragment C-terminal aprés infection virale
avec un anticorps monoclonal contre GIuUN2B dans la fraction PSD aprés divers traitements. (D) Ratios
de GIuN2B complet vs le fragment C-terminal de GIuN2B révélé dans la figure C. Les échantillons qui
ont subi une infection virale sont marqués d'un "+" .
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La stimulation excitotoxique génere un fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B
dans la fraction PSD, mais celui-ci est de trés faible quantité et a la limite de la
détection par Western blot. C'est pourquoi j'ai fait I'analyse statistique du pourcentage
de clivage obtenu lors des diverses expérimentations ou je détectais le fragment C-
terminal apres la stimulation synaptique par le glutamate. Dans tous les cas, j'ai utilisé
le systeme LI-COR lors de la détection étant donné que celui-ci est plus précis au
niveau de la quantification des protéines détectées. J'ai également employé des
antiprotéases et des antiphosphatases dans toutes les expériences de
I'échantillonnage et j'ai normalisé la quantité de fragments induits par rapport a la sous-
unité GIUN2B compléte spécifique a chaque condition afin d'éviter les variations
causeées par les cultures et le transfert de protéines. C'est avec un échantillonnage de
6 que je peux affirmer que le glutamate induit un fragment dans la fraction PSD, car
I'étendue des données démontre que la stimulation induit en moyenne 11,0% de
clivage et il peut s'étendre de 9,1% a 12,4%, alors que le contréle se situe seulement
entre 0,65% a 2,75 % de clivage d'autant plus que la valeur de p-value non-pairée est

plus petit que 0,005. Par conséquent, la valeur de ces résultats est significative.
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Graphique 3.1. Analyse statistique de forme Box plot du pourcentage de clivage (Ratios de
GIuN2B complet vs fragment) de la sous-unité GIuN2B induit par la stimulation au Glutamate
dans la fraction PSD. *p= 0,0022, n=6
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3.5. Implication de la calpaine

Le laboratoire de Lynch a non seulement découvert la présence d'un récepteur tronqué
de la sous-unité GIuUN2B a ~115 kDa, mais ils ont aussi démontré que ce clivage est
spécifique a l'activation de la calpaine (Simpkins et al., 2003). Par contre, on ne connait
pas la forme de la calpaine (4 ou m) participant a cette activité. J'ai donc approfondi

les recherches a ce sujet.

3.5.1 Activité enzymatique de la calpaine

Tout d'abord, j'ai analysé l'activité enzymatique de la calpaine par fluorométrie sur les
cultures de neurones corticaux de 14 jours. J'ai donc regardé l'activité enzymatique
d'une culture contrdle afin de déterminer I'activité basale de la calpaine. J'ai également
observé I'activité de celle-ci suite a une stimulation excitotoxique par le glutamate et la
capacité d'un inhibiteur des calpaines (p-calpaine et m-calpaine), le MDL 28170
(MDL), a inhiber l'activité de cette protéase lors d'une stimulation synaptique
(Graphique 3.2). Les résultats démontrent une activité enzymatique assez élevée dans
la condition basale, car il y a davantage d'activité percue que le contréle positif a
I'endroit ou j'ai appliqué directement la u-calpaine activée avec le substrat, sans les
cellules dans la réaction (Control -). De plus, une stimulation au glutamate permet
d'activer deux fois plus de calpaine que la condition basale ce qui est attendu, car cette
stimulation induit l'ouverture des rNMDA et provoque un influx de calcium
intracellulaire qui permet d'activer I'enzyme étudié. Finalement, l'inhibiteur de la
calpaine semble bien fonctionner, car il inhibe 75% de l'activité de la calpaine lors
d'une stimulation synaptique. Cependant, le MDL n'inhibe pas toute I'activité de cette

protéase, seulement la moitié de l'activité basale (Graphique 3.2).
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Graphique 3.2. Activité enzymatique de la calpaine en condition basale et lors d'une stimulation
excitotoxique (Glu/gly). L'activité de la calpaine a également été quantifiée par fluorimétrie lors
de l'utilisation d'un inhibiteur de cette protéase (MDL).

3.5.2 Inhibition de la calpaine

Afin de relier directement la présence du fragment C-terminal qui se retrouve dans la
fraction PSD a l'activité de la calpaine, j'ai employé un inhibiteur de cette protéase afin
d'observer son implication dans le clivage de la sous-unité GIuN2B. J'ai donc induit le
clivage de cette sous-unité par une stimulation excitotoxique tel que démontré dans
les résultats antérieurs. J'ai également inséré une condition ou j'ai stimulé les cellules
corticales avec cette méme stimulation, mais cette fois-ci, accompagnées de
l'inhibiteur de la calpaine, le MDL a 50 uM. D'ailleurs, comme le montre le résultat
précédent (Graphique 3.2), le MDL permet d'inhiber ~75% de I'activité de la calpaine
lors d'une stimulation synaptique. Je m'attends donc a ce que l'inhibiteur de la calpaine
empéche l'induction du fragment dans la fraction PSD (Figure 3.6). En effet, jai
observé ce phénomene a I'aide de deux anticorps différents. Dans le premier cas, j'ai
utilisé un anticorps spécifique a la sous-unité GIuN2B de chez Synaptic Systems afin
de détecté le fragment C-terminal et son inhibition par le MDL (Figure 3.6.A). Cet
anticorps détecte un ratio de 15% du fragment induit par rapport a la sous-unité
GIuN2B compléete et le MDL inhibe 50% de ce clivage, car la condition employant
l'inhibiteur de la calpaine lors de la stimulation au glutamate induit un ratio de 7%
(Figure 3.6.B). Dans le second cas, la détection de GIuN2B a été faite a I'aide d'un

anticorps monoclonal spécifique a la terminaison cytoplasmique de la sous-unité
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(Figure 3.6.C). On retrouve encore une fois le méme patron, car la stimulation au
glutamate provoque 8% de clivage et I'application du MDL permet d'inhiber 50% de ce
ratio (Figure 3.6.D). Ainsi, la présence du fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B
semble dépendant de l'activité de la calpaine, car l'inhibition de cette protéase
empéche en grande partie de générer ce fragment dans la fraction PSD d'autant plus
que les résultats portés sur l'activité enzymatique de la calpaine proposent que
I'inhibiteur n'inactive pas toute l'activité de cette protéase, c'est pourquoi on retrouve
une faible quantité de fragments dans la fraction PSD apres une stimulation contenant
le MDL.
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Figure 3.6. Effet de I'inhibition de la calpaine sur le clivage de la sous-unité GIuN2B. (A) Détection
de la sous-unité GIuN2B avec l'anticorps de chez Synaptic Systems dans la fraction PSD apres une
stimulation au glutamate et I'application du MDL. (B) Ratios de GIuN2B complet vs le fragment des
résultats obtenu en A. (C) Révélation du fragment C-terminal de GIuN2B avec I'anticorps monoclonal
contre la sous-unité aprés une stimulation excitotoxique et I'inhibition de la calpaine. (D) Ratios de la
sous-unité GIuN2B complete vs le fragment induit des résultats révélé en C.
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3.5.3 Implication de la m-calpaine

Selon la littérature, la grande augmentation de calcium intracellulaire lors des
processus d'excitotoxicité provoque l'activation de facteurs proapoptotiques et de
protéases qui engendrent a leurs tour la mort cellulaire. A cet égard, I'équipe de Baudry
a démontré que l'activation des rNMDA extrasynaptiques induit 'activation de la m-
calpaine ou celle-ci provoque la neurotoxicité en clivant la protéine STEP (Wang et al.,
2013). C'est pourquoi, dans cette expérience, jai ajouté 2,5 mM de calcium lors des
stimulations excitotoxiques, afin d'observer si cette hausse calcique génere davantage
de fragments C-terminal dans la PSD lors de I'excitotoxicité produit par les rINMDA.
J'ai également observé si cette élévation de calcium influencait I'induction du fragment
dans la fraction PSD lors d'une stimulation provoquant la potentialisation a long terme.
De plus, au cours de cette expérience, j'ai analysé la quantité de récepteurs tronqués
induits dans la fraction non-PSD en utilisant un anticorps contre la partie N-terminal de
la sous-unité GIuN2B. Les résultats démontrent que seule la stimulation par le
glutamate est en mesure de générer un récepteur tronqué. De plus, lI'application de
2,5 mM de calcium permet d'augmenter la présence de cette troncature lors de la
stimulation excitotoxique, mais aucun effet n’a été observé lors d'une stimulation par
le Bic/4AP (Figure 3.7.A). Au contraire, cette stimulation semble augmenter la quantité
de rNMDA complets a la membrane plasmique. Dailleurs, le glutamate permet
d'induire 40% de clivage de la sous-unité GIuN2B compléte par rapport au tronqué
dans la fraction non-PSD et l'application du calcium lors de cette stimulation
excitotoxique augmente davantage ce ratio, et ce, jusqu'a 80% (Figure 3.7.B). Ces
résultats correlent avec les données obtenues dans la fraction PSD, car I'augmentation
de calcium a 2,5 mM pendant la stimulation Glu/gly permet d'élever le taux de
fragment C-terminal (Figure 3.7.C). En effet, I'analyse des données indique que le
glutamate permet de générer ~15% de clivage et I'application du calcium au cours de
cette stimulation éleve le pourcentage a ~40% (Figure 3.7.D). Ainsi, ces données
proposent que la m-calpaine soit au coeur de ce processus, car I'élévation du calcium
lors de la stimulation excitotoxique, génére davantage de fragments C-terminal a 60
kDa dans la fraction PSD et éléve le taux de récepteur tronqué induit dans la fraction
non-PSD.
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Figure 3.7. Effet de I'augmentation du calcium sur le clivage de la sous-unité GIuN2B. (A)
Détection de la terminaison extracellulaire (N-terminal) de GIuN2B dans la fraction non-PSD suite a
différentes stimulations synaptiques avec et sans 2,5 mM de calcium ajouté lors du traitement. (B)
Ratios de GIuN2B complet vs tronqué dans la fraction non-PSD apres le supplément calcique (résultats
obtenus en A). (C) Révélation du fragment C-terminal avec l'anticorps monoclonal dans la fraction PSD
sous les mémes conditions que présenté ci-dessus. (D) Ratios du fragment C-terminal obtenu en C vs
GIuN2B complet.

Afin de mettre en évidence l'implication de la m-calpaine dans le clivage de la sous-
unité GIuN2B, j'ai observé l'effet du BDNF lors de la stimulation excitotoxique. J'ai
utilisé cette molécule, car a ce jour, il n'existe pas d'inhibiteur de la m-calpaine
seulement ni de m-calpaine active. Cependant, selon la littérature, la m-calpaine serait
activée par les facteurs neurotrophiques tel que le BDNF qui permet la phosphorylation
de ERK et l'activation de cette forme de calpaine (Glading., 2004). Dans cette
expérience, j'ai analysé la fraction non-PSD avec un anticorps spécifique a la partie N-
terminal de GIuN2B et la fraction PSD avec un anticorps monoclonal contre la
terminaison cytoplasmique de la sous-unité. Les résultats démontrent la présence d'un

b

récepteur tronqué a ~110 kDa dans la fraction non-PSD lors de l'application du
glutamate. Malheureusement, je ne peux pas affirmer que le BDNF induit davantage
de récepteurs tronqués lors de la stimulation excitotoxique, car jai éprouvé des
problemes lors de la migration des protéines sur gel de polyacrylamide, ce qui rend

cette condition non quantifiable. (Figure 3.8.A). Cependant, en vérifiant la fraction
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PSD, je constate qu'il y a beaucoup plus de fragments générés lorsque j'applique le
BDNF en méme temps que la stimulation synaptique par le glutamate (Figure 3.8.B).
Toutefois, en raison de l'intensité de la bande spécifique a la sous-unité compléte, je
ne peux pas établir un taux de clivage pour ce résultat, car l'intensité de la bande est

trop saturée pour étre quantifiable.

Par ailleurs, j'ai également analysé la phosphorylation de la voie ERK dans la fraction
PSD, car il est connu que le BDNF induit la synthése de protéine par l'activation de
cette voie (Glading., 2004). En effet, I'application de cette molécule induit toujours une
augmentation de la phosphorylation de cette voie par rapport a son controle respectif.
Effectivement, il y a davantage de phosphorylation lors de la stimulation bic/4ap avec
le BDNF que la condition utilisant cette stimulation, mais sans la molécule
neurotrophique. Sans oublier que le méme effet se reproduit lors de la stimulation
excitotoxique par le glutamate employant le BDNF (Figure 3.8.C).
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Figure 3.8. Effet du BDNF sur le clivage de la sous-unité GIuUN2B. (A) Détection de la partie
extracellulaire (N-terminal GIuN2B) dans la fraction non-PSD aprés différentes stimulations synaptiques
avec ou sans BDNF. (B) Révélation du fragment C-terminal avec un anticorps monoclonal contre
GIuN2B dans la fraction PSD sous les mémes conditions que présenté en A. (C) Phosphorylation de
ERK dans les différentes conditions.
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3.5.4 Implication de la p-calpaine

J'ai également analysé l'implication de la p-calpaine dans le clivage de la sous-unité
GIuN2B. Pour ce faire, j'ai appliqué la p-calpaine active sur la fraction PSD
préalablement isolée afin d'induire le clivage de la sous-unité GIuN2B in vitro et
d'observer si un fragment & 60 kDa est généré. Lors de cette expérience, j'ai aussi
étudié la capacité des antiprotéases a protéger la sous-unité GIuN2B contre le clivage
effectué dans I'éprouvette lors du fractionnement neuronal. Ainsi, dans un premier
temps, j'ai isolé la fraction PSD sans mettre d'antiprotéases dans mes solutions
d'extractions et par la suite, j'ai appliqué la p-calpaine active afin d'induire le clivage
de la sous-unité GIuN2B. J'ai également comparé cette condition que j'ai effectuée en
triplicata a la condition employant la stimulation Glu/gly (Figure 3.9.A). En effet,
I'anticorps détecte un fragment a 60 kDa seulement lors de la stimulation par le
glutamate. L'application de la calpaine active n'induit pas plus de fragments dans la
fraction PSD a 60 kDa que le contrdle. Cependant, il est clair que cette forme de
calpaine induit le clivage de la sous-unité GIuN2B, car il y a induction de deux autres
bandes, une a ~140 kDa et l'autre a ~124 kDa (Figure 3.9.A). Notamment, notre
laboratoire a auparavant analysé la séquence de la sous-unité GIUN2B et on y percoit
plusieurs sites potentiels de clivage par la calpaine dont un a 144 kDa et l'autre a 125
kDa (Annexe 1). De plus, l'application des antiprotéases dans les solutions
d'extractions permet de bien protéger la sous-unité GIUN2B contre le clivage in vitro
(Figure 3.9.C). En effet, lorsque ceux-ci sont utilisés, la p-calpaine active n'est plus en
mesure de cliver la sous-unité GIuN2B. Par ailleurs, j’ai remarqué que I'utilisation des
antiprotéases semble protéger une bande qui est reconnue par l'anticorps contre
GIuN2B a environ 45 kDa.

Durant cette expérience, j'ai utilisé les mémes cultures afin de bien comparer le
pourcentage de clivage de la sous-unité GIUN2B généré par la stimulation au
glutamate lorsqu'il y a présence des antiprotéases et lorsque ceux-ci sont absents.
Dans le cas ou ils sont absents, le controle démontre un ratio de 5% et la stimulation
génere 19% (Figure 3.9.B). Dans le cas ou ils sont présents, la stimulation synaptique
induit 12% de clivage de la sous-unité GIuN2B et le contrble démontre un taux de 4%
(Figure 3.9.D). Ainsi, les antiprotéases permettent de protéger la troncature de GIuN2B

en arrétant toute l'activité de la calpaine puisque dans le cas contraire, s'ils ne sont
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pas désactivés, la calpaine est en mesure de continuer de cliver la sous-unité en
question résultant a une augmentation du taux de clivage d'environ 7%. L'utilisation
des antiprotéases est donc essentielle afin d'inhiber tout clivage in vitro qui pourrait se

faire lors de I'extraction de protéines.
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Figure 3.9. Activation de la p-calpaine avec et sans antiprotéases dans les tampons
d'extractions. (A) Détection du clivage de GIUN2B (anticorps: Synaptic Systems) par la p-calpaine
active in vitro lorsqu'il n'y a pas d'antiprotéases (A-P) dans les tampons d'extractions de protéines. (B)
Ratios de GIuN2B complet par rapport au fragment induit par le glutamate lorsqu'il n'y a pas
d'antiprotéases (Résultats en A). (C) Révélation de la méme expérimentation effectuée en A, mais avec
des anti-protéases dans les tampons d'extractions. (D) Ratios de GIuN2B complet vs le fragment induit
par la stimulation au glutamate lorsqu'il y a présence des antiprotéases.
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3.6. Clivage des protéines du cytosquelette

J'ai vérifié si l'activation de la calpaine engendrait un réarrangement structurel des
protéines du cytosquelette puisque, selon la littérature, une stimulation excitotoxique
induit I'apoptose des cellules et donc, le clivage de plusieurs protéines de soutien par
I'activation de la protéase d'intérét (Momeni., 2011). Dans un premier temps, jai
regardé si une stimulation au glutamate induisait le clivage de la B-tubuline dans le
cytosol puisque c'est dans cette fraction que cette protéine est concentrée en
neurofilament. Dans cette expérience, j'ai encore une fois analysé la capacité des
antiprotéases a protéger le clivage fait in vitro lors de I'extraction des protéines (Figure
3.10.A). Les résultats démontrent que la B-tubuline est bien clivée lors d'une
stimulation excitotoxique et les antiprotéases (A-P) permettent d'arréter |'activité de
ceux-ci lors du fractionnement neuronal. En effet, le pourcentage de clivage lorsque
les A-P sont absents s'éleve a 45% par la stimulation au glutamate alors que
l'application des A-P génere un taux de clivage de ~23% (Figure 3.10.B).
Malheureusement, dans cette expérience, je n'ai pas pu normaliser mes résultats avec
une protéine contréle étant donné que la plupart des protéines utilisées afin de vérifier
la quantité de protéines (actine, GAPDH) sont clivées par la stimulation au glutamate.

De surcroit, j'ai vérifié si la spectrine était également clivée dans la fraction PSD lors
de cette stimulation synaptique (Figure 3.10.C). En effet, cette stimulation induit un
fragment spécifique a la spectrine & ~150 kDa et I'application du MDL semble protéger
ce clivage, car le fragment détecté possede une intensité moindre que la bande
révélée en glutamate/glycine. Cependant, la quantification de la chaine a compléte est
difficile a effectuer, car les grosses protéines ont davantage de difficulté a entrer dans

le gel lors de la migration de protéines.

Finalement, j'ai aussi observé les conséquences d'une stimulation par le glutamate sur
la PSD95 (Figure 3.10.C). Cette stimulation induit directement le clivage d'une partie
de cette protéine d'échafaudage. En effet, la stimulation synaptique engendre une
diminution du poids moléculaire et de l'intensité de la bande de 20% et le MDL semble
protéger la PSD95 lorsqu'on analyse l'intensité de la bande révélée, mais le poids

moléculaire reste moindre (Figure 3.10.D). J'ai également normalisé ces résultats avec
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la CaMKII, car ceux-ci ont été révélés sur la méme membrane suite a la migration sur

gel.
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Figure 3.10. Clivage des protéines du cytosquelette par le glutamate. (A) Détection de la B-Tubuline
dans le cytosol lors d'une stimulation au glutamate avec et sans A-P. (B) Quantification de l'intensité de
la B-Tubuline par rapport a son contréle avec et sans A-P. (C) Détection de la Spectrine, la PSD95 et la
a-CaMKIl dans la fraction PSD sous une stimulation excitotoxique et l'inhibition de la calpaine. (D)
Quantification de l'intensité de la PSD95 observé en C. A noté qu'il y a des A-P dans tous les conditions
a la figure en C.
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3.7 Interaction entre la PSD95 avec la sous-unité GIluN2B

Comme il est connu, la PSD95 permet de maintenir la sous-unité GIuN2B a la synapse.
J'ai donc analysé si une stimulation causant I'excitotoxicité induisait la dissociation de
ces deux protéines. A l'aide d’une immunoprécipitation de la PSD95, j'ai regardé son
interaction avec la sous-unité GIuN2B compléte. En effet, cette stimulation diminue
I'interaction entre la PSD95 avec la sous-unité GIuN2B compléte a 170 kDa (Figure
3.11). Jai également observé si le fragment C-terminal de GIuN2B formait un
complexe protéique avec la PSD95. Les résultats semblent étre affirmatifs, mais
difficiles a quantifier, car le "background" est assez élevé. Cependant, a vue d'ceil, on
constate la présence d'une bande de faible intensité dans la condition employant la
stimulation excitotoxique (figure 3.11). Donc le fragment C-terminal de GIuN2B

resterait en interaction avec la PSD95 dans la fraction PSD.
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Figure 3.11. Interaction entre la PSD95 et la sous-unité GluN2B. Immunoprécipitation de la PSD95
et détection de la sous-unité GIuN2B et de la PSD95 dans la fraction PSD aprés une stimulation par le
glutamate. La condition NI correspond au contrdle négatif, ou il n'y a pas anticorps contre la PSD95 sur
la bille magnétique.
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3.8. Implication de la CaMKII

La CaMKIl est une protéine essentielle dans la fonction synaptique et son interaction
avec la sous-unité GIuN2B lui permet de maintenir son activité afin d'assurer son role
dans la fonction (Bayer et al., 2001). Ainsi, je me suis demandé quelles étaient les
conséquences du clivage de la sous-unité en question sur la persistance de l'activité
de la CaMKIl.

3.8.1 Phosphorylation de la CaMKII

Dans un premier temps, j'ai voulu analyser la phosphorylation de la a-CaMKII au
niveau de l'acide aminé Thréonine 286 lors d'une stimulation synaptique et
l'importance de la calpaine dans le maintien de cette autophosphorylation. J'ai donc
induit une stimulation avec le bicuculline et une autre avec le glutamate afin d'observer
si ces stimulations engendraient la phosphorylation de la kinase d'intérét. Les résultats
démontrent que sous ces stimulations, la CaMKIl était phosphorylée, par contre il y
avait 10% moins de phosphorylation que le contréle (Figure 3.12.B). Par la suite, jai
observé l'effet de linhibition de la calpaine sur la phosphorylation de la CaMKII.
L’inhibition de cette protéase inhibe en effet la phosphorylation de la p-CaMKII, car
I'application du MDL lors de la stimulation par la bicuculine diminue la phosphorylation
de la kinase de 50% (Figure 3.12.B). La stimulation par le glutamate avec le MDL, pour
sa part, diminue la phosphorylation de 42% par rapport au contrdle et I'application de
MDL seulement diminue celle-ci de 60%. De surcroit, la stimulation par la bicuculine
provoque la phosphorylation de la voie ERKY2 a 44 kDa, et le MDL inhibe cette
phosphorylation & ce méme poids moléculaire. Cette inhibition se compare d'ailleurs a
la condition employant la stimulation par le glutamate et la glycine, car l'intensité de

leur bande est trés semblable.
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Figure 3.12. Effet de l'inhibition de la calpaine sur la phosphorylation de la CaMKIl et la
phosphorylation de ERKY%. (A) Détection de la a-CaMKII, la p-CaMKIl et la p-ERKY2 dans la fraction
PSD sous divers traitements. (B)Pourcentage de phosphorylation de la CaMKII par rapport au contrdle
lors des différentes stimulations enduites en A.

3.8.2 Interaction de la CaMKII avec la sous-unité GIuN2B

Les résultats précédents ont démontré que la CaMKIl est phosphorylée lors d'une
stimulation par le glutamate et le MDL inhibe en partie cette phosphorylation. Par la
suite, j'ai observé si ces conditions permettaient a la CaMKII d'interagir avec la sous-
unité GIuN2B, car il est connu que cette interaction induit la persistance de l'activité de
la CaMKII a la synapse (Bayer et al., 2001). J'ai tout d'abord immunoprécipité la sous-
unité GIuN2B complete a l'aide d'un anticorps spécifique a la partie N-terminal de la
sous-unité. J'ai également étudié la quantité de récepteurs complets qui était retenue
par les billes magnétiques lors de cette expérience (Figure 3.13.A). Les résultats ont
démontré le méme patron que les expériences antérieures soit un clivage de la sous-
unité GIuN2B compléte lors de la stimulation par le glutamate et I'inhibition, mais pas
totalement, de ce clivage par l'application du MDL (Figure 3.13.B). Ainsi, je peux

affirmer que les traitements ont bien fonctionné.

Par la suite, j'ai analysé l'interaction de a-CaMKII avec la sous-unité GIuUN2B et les
résultats dévoilent une augmentation de l'interaction entre ces deux protéines lors
d'une stimulation par le glutamate (Figure 3.13.C). Cependant, dans cette expérience,
je n'ai pas de contréle permettant de voir la quantité de protéine dans chacune des

conditions, je ne peux donc pas normaliser ce résultat. Il est toutefois évident que la
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CaMKIl interagit davantage avec la sous-unité GIuN2B lors de la stimulation
excitotoxique puisque la quantité de la sous-unité GIuN2B compléte révélée avec
I'anticorps contre cette sous-unité détecte un clivage dans cette condition alors que
I'anticorps contre la CaMKIl démontre une augmentation de l'interaction sous cette
stimulation (Figure 3.13.A). Ainsi, I'activation de tous les INMDA permet a la CaMKII
d'interagir avec la sous-unité GIuUN2B du récepteur en question. Cette interaction est
importante dans le maintien de l'activité de la CaMKIl et bien que le MDL ne semble
pas empécher cette interaction, les résultats démontrent tout de méme une faible

diminution lorsque cette drogue est appliquée (Figure 3.13.C).
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Figure 3.13. Interaction de la CaMKIl avec la sous-unité GIuN2B compléte. (A) Immunoprécipitation
de la sous-unité GIuN2B (extracellulaire N-terminal) et détection de GIuN2B (Synaptic Systems) et de
son interaction avec la CaMKII lors de différents traitements dans la fraction PSD. (B) Ratio de GIuN2B
complet vs le fragment induit par les différents traitements en A. (C) Pourcentage de l'interaction entre
la sous-unité GIuN2B et la CaMKIlI lors d'une stimulation par le glutamate et de I'inhibition de la calpaine.
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En se basant sur les résultats obtenus, la stimulation excitotoxique induit le clivage de
la sous-unité GIUN2B complete, laissant place a un fragment de ~60 kDa dans la
fraction PSD. De plus, mes résultats suggérent que cette stimulation induit une
interaction entre la CaMKIl et la sous-unité GIUN2B et permet a celle-ci de rester
phosphorylée. Suite & ces résultats, je me suis alors demandé si la CaMKII restait en
interaction avec le fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B induit lors de la
stimulation synaptique. C'est peut-étre ce fragment qui permet a la CaMKII de rester
phosphorylée, car l'inhibition de la calpaine, donc l'inhibition du fragment induit,
diminue l'activation de la kinase en question. Afin de vérifier cette hypothése, jai
immunoprécipité la CaMKIl et j'ai regardé si celle-ci interagissait avec la sous-unité
GIuN2B complete et le fragment généré. En effet, la CaMKII interagit davantage avec
la sous-unité GIuUN2B compléte lors des stimulations au glutamate, ce qui certifie le
résultat obtenu précédemment (Figure 3.14). De plus, le fragment C-terminal de
GIuN2B généré a 60 kDa interagit lui aussi avec la CaMKIl lors de la stimulation
excitotoxique par le glutamate (Figure 3.14). En outre, ce fragment n'est pas présent
dans le contrble négatif (NI), je peux donc affirmer que cette interaction a bel et bien
lieu dans la fraction PSD et le MDL inhibe le fragment induit et donc l'interaction entre
la CaMKIl avec celui-ci. A noter que je n'ai pas pu effectuer la quantification de ces
résultats préliminaires, car le "background” de la membrane est trop élevé en raison

de la faible quantité de fragments générés dans la fraction PSD.
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Figure 3.14. Interaction de la CaMKIl avec le fragment C-terminal de GIuUN2B. Immunoprécipitation
de la a-CaMKII et détection de la CaMKII et de son interaction avec le fragment C-terminal de la sous-
unité GIuN2B (Synaptic systems) dans la PSD lors d'une stimulation au glutamate et l'application du
MDL. La condition NI correspond au contréle négatif.



Chapitre 4

Discussion

Dans ce projet de recherche, j'ai voulu démontrer la présence du fragment C-terminal
de la sous-unité GIuN2B dans le neurone, car des études antérieures ont constaté le
clivage de la sous-unité complete, toutefois ils n'ont pas réussi a prouver qu'il y avait
un fragment C-terminal de généré. Donc le but de mon projet était de mettre en
évidence ce fragment induit par la calpaine et ses possibles interactions avec d'autres
protéines afin de comprendre son éventuelle fonction. C'est pourquoi, dans un premier
temps, j'ai optimisé la technique de fractionnement neuronal afin de localiser le
fragment C-terminal de la sous-unité GIuUN2B du rNMDA dans le neurone. Dans le
cadre de mon projet, cette méthode de fractionnement est tres importante, car le
produit de clivage généré par l'activation de la calpaine induit une faible quantité de
fragments C-terminal de GIUN2B dans la totalité du cerveau. Il est donc nécessaire
d'isoler et de purifier chacune des fractions du neurone afin de concentrer le produit
de clivage du rNMDA.

Ainsi, j'ai commencé ce projet de maitrise par la purification de la fraction PSD et non-
PSD, car selon la littérature, la sous-unité GIUN2B y serait principalement localisée
(Papouin et al, 2012). J'ai optimisé la pureté de ces deux fractions a I'aide d'un tampon
d'extraction des synaptosomes contenant 2% de triton a pH 8. L'augmentation du pH
et de la concentration du triton permet de solubiliser davantage la synaptophysin dans
la fraction non-PSD afin qu'il n'y ait plus de trace de celle-ci dans la fraction PSD et je
me suis assurée gue chacune des fractions soit enrichie avec leur protéine d'intérét,

soit la PSD95 et la synaptophysin.

Apreés ces ajustements dans la méthode de fractionnement neuronal, j'ai découvert le
fragment tant recherché de la sous-unité GIuN2B dans la fraction PSD ou celui-ci était
induit sous une stimulation causant I'excitotoxicité. Au départ, je m'attendais a ce que
le processus de clivage ait une fonction dans la plasticité synaptique, ou le fragment

C-terminal induit jouerait le role d'une molécule mémoire comme la CaMKII. J'ai été
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surprise de voir que celui-ci n'y était pas impliqué. Les résultats obtenus a la figure 3.8
nous donnent plus d'évidence, car le fragment n'est pas généré lors d'une stimulation
avec la bicuculline et I'ajout de BDNF. Peut-étre qu'il y en a un peu de généré et on le
perd ou on ne peut le détecter, mais il semblerait que le clivage de la sous-unité

GIuN2B soit favorisé dans les processus d'excitotoxicité.

J'ai confirmé la toxicité de la stimulation employée en analysant la phosphorylation de
ERKYz et celle-ci inhibait en grande partie la phosphorylation de cette voie de synthese
protéique ce qui suggere I'activation des mécanismes de mort cellulaire et d'apoptose.
J'ai également observé le récepteur tronqué de la sous-unité GIuN2B a ~110 kDa dans
la fraction non-PSD sous cette méme stimulation (Figure 3.5). Ces résultats évoquent
gue l'activation de tous les rNMDA par le glutamate provoque effectivement le clivage
de la sous-unité GIuN2B, comme plusieurs études ont démontré auparavant (Simpkins
et al., 2003). Cependant, mes résultats proposent la mobilité du récepteur tronqué ou
celui-ci se déplacerait de la fraction PSD a la fraction non-PSD par diffusion latérale
apres son clivage et le fragment resterait dans la fraction PSD. En effet, la quantité de
récepteurs tronqués augmente lorsque le temps de stimulation est prolongé, on peut
donc exclure le mécanisme d'internalisation de la sous-unité et sa dégradation, car
autrement, on ne retrouverait plus la sous-unité GIuN2B tronquée dans la fraction non-
PSD. Cela contredit certaines recherches ou ils proposent I'endocytose de celle-ci lors
des processus d'excitotoxicité (Wu et al., 2017). Par contre, ces études n'utilisaient
pas la technique de fractionnement neuronal lors de l'analyse de la sous-unité en
question. Il est probable qu'ils associaient la diminution de la quantité de la sous-unité
GIuN2B dévoilée par Western blot au processus d'internalisation, car il n'était pas
possible pour eux d'observer la présence du produit de clivage sans la technique de

fractionnement neuronal d'ou lI'importance de I'optimisation de cette méthode.

De plus, tout comme les résultats que j'ai obtenus, I'équipe de Lynch a également
observé l'induction d'un récepteur tronqué a ~115 kDa sous une stimulation par le
glutamate et la glycine (Simpkins et al., 2003). En effet, ils ont analyseé le pourcentage
de clivage de la sous-unité GIUN2B induisant le récepteur tronqué et ce chiffre s'éléeve
a 45% pour 30 minutes de stimulation lorsque ce résultat est détecté par la méthode
de Western blot utilisant la molécule HRP. Cela confirme la reproductibilité de mes

manipulations, car dans les mémes conditions expérimentales, j'ai dévoilé le récepteur
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tronqué dans la fraction non-PSD avec un pourcentage de clivage de 40% apres 15
minutes de stimulation et 50% pour 1h de traitement par le glutamate, ou la valeur
obtenue par le laboratoire de Lynch, 45% aprés 30 minutes (Simpkins et al., 2003), se

situe parfaitement entre les valeurs que j'ai recueillies (figure 3.5).

D'autre part, je me suis assuré de la reproductibilité de mes résultats en détectant le
fragment C-terminal de la sous-unité GIuUN2B avec différents anticorps. Ceux-ci ont
tous dévoilé la présence d'un fragment a 60 kDa dans la fraction PSD sous une
stimulation induisant I'excitotoxicité. J'ai également confirmé l'induction du fragment
par infection virale sur des cellules corticales de 14 jours avec un virus exprimant la
sous-unité GIuN2B possédant une étiquette HA sur sa terminaison cytoplasmique. J'ai
une fois encore observé ce fragment lors d'une stimulation au glutamate, mais cette

fois-ci avec un anticorps anti-HA.

Maintenant que j'ai atteint mon premier objectif qui était de trouver le fragment C-
terminal de GIuN2B, j'ai voulu relier l'induction de celui-ci a l'activité de la calpaine.
Pour ce faire, j'ai utilisé un inhibiteur des deux formes de calpaine (1 ou m), le MDL,
lors de la stimulation par le glutamate. Les résultats ont démontré que cette drogue
diminuait le taux de clivage de 50%. Ce qui corréle avec l'activité enzymatique de cette
protéase lorsque celle-ci est activée par une stimulation employant le glutamate et
inhibée avec le MDL. En effet, cette drogue ne permet pas d'inhiber toute I'activité
enzymatique de la calpaine, c'est pourquoi on retrouve un peu de clivage sous cette
condition. Ainsi, cette enzyme semble étre un joueur important dans l'induction du
fragment, cependant afin de confirmer I'exactitude de son role, il serait nécessaire de
reproduire l'expérience avec un inhibiteur qui permet d'empécher toute l'activité
enzymatique de cette protéase. Peut-étre que lI'augmentation de la concentration du
MDL, lors de la stimulation par le glutamate, pourrait aider a cesser toute l'activité de
celle-ci. Il serait également nécessaire de refaire cette manipulation avec un autre
inhibiteur de la calpaine, car il se pose toujours le probléme de la spécificité des

drogues utilisées.

Compte tenu de ces résultats, j'ai voulu savoir laquelle des deux formes de la calpaine
(0 ou m) était responsable du clivage de la sous-unité GIuN2B. Mes résultats

suggerent I'implication de la m-calpaine dans ce processus, car I'activation de celle-ci,
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par I'augmentation de calcium (2,5 mM) lors de la stimulation par le glutamate, induit
davantage de fragments C-terminal a 60 kDa. Il est connu que la m-calpaine s'active
lors de l'ouverture des rNMDA extrasynaptiques, ce qui augmente considérablement
la concentration de calcium intracellulaire, mais cette concentration est toxique pour la
cellule (Maravall M et al., 2000). Cependant, cette quantité de calcium active
également la p-calpaine. C'est pourquoi j'ai refait la méme expérience, mais au lieu
d'utiliser le calcium pour activer la m-calpaine, jai utilisé le facteur neurotrophique
BDNF, qui est connu lui aussi pour activer cette forme de protéase lors de la LTP par
la phosphorylation de la voie ERKY2. Tout comme l'augmentation du calcium, I'ajout
de BDNF permet l'induction d'une plus grande quantité de fragments intracellulaires a
60 kDa lors d'une stimulation excitotoxique, mais pas lors de la LTP, ce qui suggere
I'implication de la m-calpaine dans ce processus d'excitotoxicité. Malheureusement,
nous n’avons pas trouvé d’inhibiteur spécifique de la m-calpaine pour certifier ce
résultat, la question reste a étudier en utilisant des constructions moléculaires visant &

bloquer ou éteindre I'expression de la protéine endogéne.

Dans le méme ordre d'idée, j'ai également vérifié I'implication de la p-calpaine dans le
clivage de la sous-unité d'intérét. Dans cette expérimentation, j'ai appliqué la p-
calpaine active in vitro sur une fraction PSD préalablement isolée. Les résultats n'ont
pas dévoilé de fragment dans la synapse a 60 kDa sous l'activité de cette forme de
calpaine. Ainsi peut-on dire que cette derniére n'est pas impliquée dans ce processus.
Par contre, il serait nécessaire de reproduire cette expérience avec une condition ou
j'ai stimulé les cellules avec le glutamate et une autre ou j'ai appliqué la calpaine active
pendant cette stimulation afin de m’assurer qu'elle n'alimente pas l'induction du
fragment lorsque le processus d'excitoxicité est enclenché. De plus, dans cette
expérience de calpaine active in vitro, je n'ai peut-étre pas retrouve le fragment C-
terminal a prime abord, mais la p-calpaine a tout de méme la possibilité de cliver la
sous-unité GIuN2B compléte, car son activité induit deux produits de clivage qui sont
reconnus par l'anticorps contre la sous-unité GIuN2B, une a 124 kDa et l'autre a 140
kDa. Ces poids moléculaires correspondent eux aussi a des sites de clivage de la
calpaine retrouvés sur la queue C-terminal de la sous-unité étudiée (Annexe 1). Donc,
cela suggere qu'il pourrait y avoir différents produits de clivage qui seraient générés
lors de la transmission synaptique, tout dépendamment du type de calpaine qui serait

impliqué. A cet égard, j'ai également remarqué lors de mes expérimentations que les
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antiprotéases protégent un fragment a 45 kDa qui est reconnu par l'anticorps contre la
sous-unité GIuN2B et lorsque les antiprotéases sont absentes, ce fragment semble se
dégrader. Si celui-ci n'est pas un artefact, il pourrait potentiellement servir a la fonction
synaptique, car il correspond au poids moléculaire du signal de localisation nucléaire

(SLN) (Annexel). Il serait intéressant d'approfondir les recherches a ce sujet.

Jai également démontré les effets d'une stimulation par le glutamate sur le
réarrangement structurel de I'épine dendritique, car mes résultats proposent le clivage
de la spectrine et de la tubuline sous cette stimulation. Ce qui concorde avec la
littérature, ou l'augmentation de calcium, provoqué par l'ouverture de tous les rNMDA
contenant la sous-unité GIuN2B, devient toxique pour la cellule et cela active plusieurs
protéases, dont la calpaine. Celle-ci engendre le bris des protéines du cytosquelette
et déclenche l'apoptose (Momeni et al., 2011). J'ai également observé les effets de
I'inhibition de la calpaine et le MDL permet de conserver l'intégralité de la spectrine
sous sa forme a 280 kDa lors de I'application du glutamate et de la glycine. Par contre,
il serait bien de refaire I'expérience avec un gel permettant une meilleure séparation
des protéines de haut poids moléculaire afin de quantifier le pourcentage de clivage
induit par le glutamate et celui inhibé par I'application du MDL. De plus, ces résultats
sont trés intéressants, car la queue C-terminal de la sous-unité GIuUN2B est connue
pour interagir avec la spectrine et la tubuline (Wechsler A et al., 1998; Van Rossum et
al., 1999). Ce qui suggére un réle pour la sous-unité en question dans la régulation
des composantes du cytosquelette. Par conséquent, l'induction du fragment doit
nécessairement avoir un impact sur la structure de I'épine. Il serait pertinent de vérifier
si ces protéines conservent leur interaction avec le fragment C-terminal aprés son

clivage.

Je me suis également intéressé aux conséquences de l'excitotoxicité sur la protéine
échafaudage PSD95. Etant donné son importance dans le maintien de la sous-unité
GIuN2B a la synapse. J'ai regardé si elle aussi était la cible de la calpaine lors de la
stimulation par le glutamate. En effet, les résultats ont démontré un taux de clivage qui
s'éleve a 20% sous cette condition et le MDL semble protéger cette hydrolyse.
Subségquemment, j'ai analysé si l'interaction entre la PSD95 et la sous-unité GluN2B
était conservée suite a son clivage, car les 7 derniers acides aminés de la queue C-

terminal sont suffisants afin d'induire ce complexe protéique (Lim et al., 2002). Mes
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résultats ont démontré la désunion entre la PSD95 et la sous-unité GIuN2B compléte
lors de l'application du glutamate. Cela suggere que la sous-unité tronquée quitte la
synapse par diffusion latérale, car celle-ci n'interagit plus avec la PSD95 dans ce
compartiment neuronal. De plus, cela coincide avec ce qui a été observé auparavant
dans notre laboratoire, par des expériences de FRET-FLIM, ou la stimulation par le
glutamate provoquait la séparation de ces deux protéines et le MDL inhibait cette
disjonction (Doré et al.,, 2014). De plus, il est démontré que la perturbation de
I'interaction entre la PSD95 et la sous-unité GIuN2B facilite le clivage de la sous-unité
en question et c'est ce que j'observe lors de mes expérimentations (Yuen et al., 2008).
Finalement, j'ai aussi regardé si le fragment C-terminal, généré par la calpaine,
maintenait son interaction avec la PSD95 apres son clivage, car, comme mentionné
ci-dessus, les 7 derniers acides aminés du fragment C-terminal suffisent afin d'induire
une interaction avec la PSD95. Effectivement, mes résultats proposent que celui-ci
conserve son interaction avec la protéine d'échafaudage afin de conserver le fragment
C-terminal dans la PSD. Cependant, cette immunoprécipitation est a refaire avec plus
de protéines dans le lysat de la fraction PSD lors de l'incubation des billes avec
I'anticorps PSD95, car la bande révélée est a la limite de la détection par Western blot.
Il serait également important de vérifier les conséquences de l'inhibition de la calpaine

sur la capacité de la PSD95 a interagir avec la sous-unité GIuN2B.

D'autre part, j'ai aussi investigué la contribution de la CaMKIl dans les mécanismes
moléculaires de I'excitotoxicité. Dans un premier temps, j'ai regarde si cette stimulation
induisait la phosphorylation de la CaMKII au niveau de I'acide aminé T286, car celle-
ci est reconnue pour maintenir I'enzyme active (Bayer et al., 2001). En effet, cette
stimulation détecte la phosphorylation de cette kinase. Cependant, I'ajout de l'inhibiteur
de la calpaine empéchait cette modification post traductionelle ce qui propose un réle
pour celle-ci dans le maintien de I'activité de la kinase d'autant plus que cela coincide
avec la littérature, car un article avait auparavant démontré que cette protéase était
essentielle au maintien de I'activité de la CaMKII en clivant son domaine auto-inhibiteur
(Hajimohammadreza et al., 1997). De plus, linhibition de la calpaine entrave
eégalement la phosphorylation de la voie ERKY2, ce qui est attendu, car cette voie est
activée par l'autophosphorylation de la CaMKII. Celle-ci ne peut donc plus maintenir
son activité lorsque la calpaine est inhibée, il va de soi que la voie de synthese

protéique soit inhibée elle aussi.
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Ensuite, j'ai vérifié si la CaMKIl restait en interaction avec le fragment C-terminal de
GIuN2B suite a son clivage, car plusieurs recherches ont démontré l'importance de
leur interaction dans le maintien de l'autophosphorylation de la kinase et ce, sans
oublier que le site d'interaction de la CaMKII se retrouve sur le fragment induit & 60
kDa (Bayer et al., 2001). Cela dit, mes résultats suggérent que ce fragment est
responsable de I'activité autonome de la CaMKII, car celui-ci conserve son interaction
avec la kinase en question dans la fraction PSD apreés l'application du glutamate. Ce
nouveau résultat, qui n'a jamais été décrit dans la littérature, pourrait expliquer ce qui
a été observé il y a un an lorsque I'équipe de Carvalho a démontré l'implication de la
gueue C-terminal dans la mort neuronale (Vieira et al., 2016). En fait, a I'aide d'une
construction de plasmide de la sous-unité GIuN2B ayant une mutation au niveau du
site d'interaction avec la CaMKIl, ils ont observé que cette mutation empéchait le
processus de mort neuronal proposant un réle pour ce complexe dans l'induction de
ce mécanisme. De plus, ce méme laboratoire a également fait la méme expérience,
mais avec la PSD95 ou ils ont muté le site d'interaction pour cette protéine sur la queue
C-terminal de GIuN2B et cette mutation empéchait elle aussi la mort cellulaire apres
I'induction de I'excitotoxicité (Vieira et al., 2016). Ces informations proposent donc un
réle important pour ce fragment C-terminal dans les mécanismes d'excitotoxicité en
formant un complexe avec la PSD95 et la CaMKII. Afin d'apporter un dernier argument
au mécanisme proposé pour ce fragment, une autre étude a observé I'implication de
la CamKIl phosphorylée a la T286 dans les processus d'excitotoxicité ou son
interaction avec la sous-unité GIUN2B permet de conserver l'autophosphorylation de
la CaMKIIl (Wang et al., 2014). lls ont également utilisé le peptide Tat-GIuN2B reconnu
pour défaire I'association entre la CaMKII et la sous-unité GIuN2B. Ce peptide s’est
montré protecteur contre la mort cellulaire induite par le traitement excitotoxique de
déprivation de glucose et d'oxygene. Ainsi, ce complexe semble étre un élément

crucial a l'induction de la mort neuronale créé par I'excitotoxicité des rNMDA.

En ce qui concerne les antiprotéases, il y a plusieurs études qui s'intéressent a l'activité
de la calpaine, cependant, celles-ci n'utilisent pas d'antiprotéase ni d'antiphosphatase.
Au cours de mes recherches, jai observé l'importance de ces drogues, car leur
absence permettait aux protéases de continuer leur activité enzymatique en clivant

enormément de protéines lors de la lyse cellulaire. Afin d'inhiber tout clivage in vitro
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par l'activation des protéases et d'observer seulement l'activation de ceux induits lors
de la stimulation, je pense qu'il est nécessaire de mettre ces molécules dans toutes
les solutions d'extractions, surtout lorsque le sujet a I'étude se concentre sur les effets
d'une protéase. Les antiphosphatases sont également importantes lorsqu'on étudie
une protéine phosphorylée. De plus, il est essentiel de conserver les échantillons a -
80°C et d'éviter le gel / dégel, car autrement les protéases s'activent et peuvent

continuer leur activité en clivant plusieurs protéines dont le rINMDA.

Les applications pratiques de ces méthodes comportent toutefois des limites. Pour
commencer, je suis consciente que la technique de fractionnement neuronal n'est pas
parfaite. Il peut y avoir de la contamination entre chacune des fractions méme si j'ai
tenté d'optimiser leur pureté. De plus, on ne connait pas le pouvoir exact de chacun
des détergents utilisés. En effet, il pourrait solubiliser des protéines des autres
fractions, méme si celles-ci semblent enrichies de leurs protéines d'intéréts. Au méme
titre, la présence des cellules gliales dans les cultures de neurones ne doit pas étre
négligée puisqu’elles assurent la régulation de I'activité neuronale par la libération de
la D-sérine et la glycine. Du coup, lors de l'extraction de protéines, la présence de
protéines spécifiques a ces cellules sont aussi extraites ce qui peut modifier le contenu
en protéines exclusives a chacune des fractions neuronales. A cet égard, lors de
I'optimisation du fractionnement, j'ai constaté la présence de Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA) dans la fraction nucléaire (Résultat non montré). Par contre, les
neurones n'ont pas la possibilité de proliférer, ce qui suggére que cette molécule est
obtenue par les cellules gliales ou ceux-ci ont la possibilité d'effectuer la division
cellulaire. Ainsi, cette technigue n'est pas optimale, mais elle m'a tout de méme aidé a
atteindre mes objectifs en me permettant de localiser I'endroit ou se situe le fragment
C-terminal de la sous-unité GIuN2B dans les neurones et d'amplifier sa concentration

dans la fraction PSD.

Une autre limite que j'ai constatée lors de mes expérimentations sont les cultures de
neurones corticaux. J'utilise des cultures neuronales qui ont entre 12 a 15 jours
d'incubation afin qu'il y ait principalement la sous-unité GIuUN2B qui y soit exprimee.
Cependant, a cet age les cultures deviennent trés actives et le pH a tendance a devenir
acide. Il est donc tres important de changer le milieu constamment afin d'empécher

cette acidité, car un pH plus bas que 7 favorise la fermeture des rNMDA et diminue la
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probabilité d'ouverture de ces canaux ioniques. Etant donné cette activité, je ne peux
pas augmenter la densité de la culture neuronale afin d'obtenir plus de protéines dans
mes différentes fractions lors du fractionnement neuronal. Lorsque jaugmente la
densité, la culture devient acide plus rapidement et je ne peux plus l'utiliser aux ages
souhaités. C'est pourquoi je suis toujours limitée en quantité de protéines lors de la
détection du fragment C-terminal dans la fraction PSD et que celui-ci se retrouve a la
limite de détection par Western Blot. Afin d'optimiser la technique, il faudrait utiliser
des pétris de 150 mm au lieu de 100 mm lors de la préparation de la culture neuronale.
Dans ces circonstances, les cellules auraient davantage de surface pour assurer leur
activité, je pourrais donc augmenter la densité de la culture sans affecter I'acidité du

milieu.

Je tiens également a souligner l'importance d'utiliser plusieurs anticorps afin de
confirmer un résultat par Western blot, surtout ci celui-ci n‘a jamais été démontré. En
ce qui me concerne, jai eu de la difficulté avec la spécificité de mon anticorps a
reconnaitre le fragment C-terminal de la sous-unité GIUN2B, car celui-ci détectait une
bande trés intense au poids moléculaire souhaité dans la fraction cytosolique (Annexe
2). Par contre, cette détection n'était pas spécifigue au rNMDA, car avec le méme
anticorps, mais avec un numéro de lot différent, cet artéfact n’y était plus dévoilé. C'est
pourquoi, l'infection virale exprimant la sous-unité GIuN2B avec une étiquette HA est

une bonne alternative afin de confirmer la spécificité des anticorps utilisés.

Finalement, afin de mieux visualiser ce que mes résultats représentent et leur
importance, j'ai fait un schéma représentatif de ceux-ci (Figure 3.2.). Mes données
suggerent le clivage de la sous-unité GIuUN2B lors du processus d'excitotoxicité et de
la mort cellulaire. Ce clivage induisant un fragment & 60 kDa dans la synapse semble
étre effectué par la m-calpaine, car la stimulation au glutamate provoque l'ouverture
de tous les rINMDA ce qui augmente considérablement le calcium intracellulaire. Cette
forme de calpaine engendre aussi le bris des protéines du cytosquelette.
Subséquemment, cette stimulation synaptique détecte également l'activité de la
CaMKIl ou celle-ci semble rester en interaction avec le fragment C-terminal de la sous-
unité GIuN2B induit a 60 kDa. De plus, mes résultats suggérent que la stimulation
excitotoxique clive aussi la protéine d'échafaudage PSD95 ou celle-ci cesse d'interagir

avec la sous-unité GIuN2B compléte. La séparation entre ces deux protéines induit
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probablement la diffusion latérale de la forme tronquée de GIuN2B. Cependant, en ce
qui concerne le fragment C-terminal, lui il reste en complexe avec la PSD95 dans la
synapse. Enfin, mes résultats proposent que le fragment obtenu lors de I'excitotoxicité
forme un complexe protéique avec la PSD95 et la CaMKII dans la synapse ou |l
pourrait fort possiblement contribuer aux mécanismes de la mort cellulaire et a

plusieurs pathologies en maintenant l'activité de la CaMKIlI.

Figure 4.1. Schéma représentatif de lI'induction du fragment C-terminal de la sous-unité GIuN2B
par la m-calpaine lors d'une stimulation excitotoxique et de ses interactions avec la PSD95 et la
CaMKIL.

Compte tenu de ce qui précéde, il serait intéressant d'investiguer davantage a ce sujet,
car la formation de ce complexe protéique avec le fragment C-terminal, la CaMKII et
la PSD95 n'a jamais été observé auparavant puisque le fragment n'avait pas été percu.
Il serait important de confirmer les résultats obtenus avec un systéme plus
représentatif de la réalité comme des tranches organotypiques de cortex. Il serait
également nécessaire d'analyser les conséquences de ce clivage par une construction
de plasmide de la sous-unité GIuN2B possédant une mutation au site de clivage par
la calpaine, ou celle-ci ne peut plus engendrer le fragment C-terminal de GIuN2B. Il
faudrait également examiner les potentiels effets protecteurs de cette construction par

I'injection d'un virus exprimant cette construction in vivo et procéder a lI'analyse optique
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afin de mieux comprendre le réle du fragment C-terminal et les répercussions qu'il

provoque lorsqu'il s'associe avec la CaMKIl et la PSD95 lors de la mort cellulaire.
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Chapitre 5

Conclusion

La transmission synaptique est un processus indispensable pour la formation de la
mémoire et la plasticité qu'elle engendre est assurée par l'activation appropriée des
récepteurs NMDA. Des lors, la suractivation de ces canaux ioniques produisent
d'importantes conséquences sur les fonctions physiologiques tout particulierement les
rNMDA contenant la sous-unité GIuN2B, car ils sont principalement responsables de
la concentration de calcium intracellulaire. Lorsque cette concentration en calcium est
trop élevée, cela déclenche certains mécanismes responsables de la mort cellulaire et
de plusieurs pathologies. Bien qu'il ait de nombreuses études sur la biologie de ce
processus, leur compréhension reste tres complexe, c'est pourquoi il est important de
bien connaitre le r6le des molécules impliquées afin de démystifier son

fonctionnement.

Dans ce projet de recherche, je suis parvenu a élucider une piece de ce laborieux
casse-téte. En effet, j'ai démontré la présence du fragment C-terminal de la sous-unité
GIuN2B dans la synapse a l'aide de la technique de fractionnement neuronal que j'ai
optimisée. Ce qui m'a permis d'atteindre mon premier objectif. De méme, j’ai confirmé
que le fragment était occasionné sous l'activité de la calpaine lors de I'excitotoxicité.
J'ai également constaté que celui-ci restait en interaction avec la CaMKII et la PSD95
suite a son clivage, ce qui n'avait jamais été établi d'autant plus que cette union s'avére
tres importante dans l'induction de la mort cellulaire puisque l'activité de la CaMKII

semble étre maintenue par ce fragment.

Il est évident que les recherches basées sur la présence et les interactions du fragment
C-terminal de GIuN2B dans la fonction synaptique vont changer la compréhension du
récepteur NMDA. |l sera nécessaire d'approfondir cette hypothese et si celle-ci s'avere
concluante, cela pourrait constituer une avancée majeure pour le traitement de
certaines maladies. En effet, l'inhibition de la formation du complexe protéique

composé du fragment C-terminal, de la CaMKII et de la PSD95 pourrait avoir un effet
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protecteur sur l'intégrité du neurone ce qui permettrait de prévenir la dégénérescence
de certaines maladies neurologiques telles que I'Alzheimer et la maladie de Huntington

qui sont toutes deux causées par des mécanismes d'excitotoxicité.
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Annexe 1

Cleavage of NR2B by calpain

If cleavage at position 677-678: Nterm-77kDa /Cterm: 90kDa
If cleavage at position 884-885: Nterm-99kDa /Cterm: 67kDa
If cleavage at position 1019-1020: Nterm-114kDa /Cterm: 52kDa
If cleavage at position 1090-1091: Nterm-122kDa /Cterm: 44kDa
If cleavage at position 1111-1112: Nterm-125kDa /Cterm: 41kDa
If cleavage at position 1278-1280: Nterm-144kDa /Cterm: 22kDa

MGVCSGKPGMVFSISRGIYSCIHGVAIEERQSVMNSPTATMNNTHSNILR 900
last trans-mb domain 100/65kDa
LLRTAKNMANLSGVNGSPQSALDFIRRESSVYDISEHRRSFTHSDCKSYN 950

NPPCEENLFSDYISEVERTFGNLQLKDSNVYQDHYHHHHRPHSIGSTSSI 1000
DGLYDCDNPPFTTQPRSISKKPLDIGLPSSKHSQLSDLYGKFSFKSDRYS 1050
114/52 kDa
GHDDLIRSDVSDISTHTVTYGNIEGNAAKRRKQQYKDSLEKRPASAKSRR 1100 NLS
123/43kDa

EFDEIELAYRRRPPRSPDHK#RYFRDKEGLRDFYLDQFRTKENSPHWEHVD 1150
125/41 kDa

LTDIYKERSDDFKRDSVSGGGPCTNRSHLKHGTGEKHGVVGGVPAPWEKN 1200

LTNVDWEDRSGGNFCRSCPSKLENYSSTVAGONSGRQACTIRCEACKKAGN 1250

LYDISEDNSQELDQPAARVAREV TSN (ha) ASSTKY POSPTNSKAQRESNAIERN] 1300
142/23 kDa

PR RSy D Lo KEEAALA PR S VS LK DKGRFMDGS PRAHMFEMPAGESSFA 1350
147/18.6 kDa Fyn phosphorylation

NKSSVPTAGHHHNNPGSGYMLSKSLYPDRVTONPFIPTFGDDQCLLHGSK 1400
SYFFRQPTVAGASKTRPDFRALVTNKPVVVTLHGAVPGRFQKDICIGNQS 1450
NPCVPNNKNPRAIFNGSSNGHVR4EKLSSIESDVY]

Annexe 1. Séquencage de la queue C-terminal de la sous-unité GIuUN2B: Notre laboratoire a
analysé la séquence de la partie c-terminal de GIUN2B et il y a les acides aminés KKRXXXXKSRR entre
la position 1090 et 1100 ayant un poids moléculaire de 43 kDa correspondant potentiellement a un
signal de localisation nucléaire. Cette image propose également les potentiels sites de clivage par la
calpaine et les poids moléculaire correspondant a ces sites potentiels.
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Annexe 2

A Cerveau Lysat cortex Cytosol B Cerveau Cytosol
% % % % kDa
%Qo '&5’0 %Qo"" \o/,"% %Q‘\’ 09\»"0 kDa S '@o"" %Qo QS’"
-198 -198
C-terminal
GIuN2B -104 -104
(monoclonal)
Lot: 2740948 w - w ol 57 5

~198 C-terminal GIuN2B
C-terminal (Synaptic Systems)
GIluN2B -104
(monoclonal)
Lot: 2787725 -57

Annexe 2: Détection de GIuN2B dans le cytosol avec différent anticorps. A) Détection de la sous-
unité GIuN2B, dans différentes fractions, avec un anticorps monoclonal spécifique a la sous-unité. Les
résultats ont été dévoilés avec deux numéros de lots différents de Il'anticorps monoclonal contre
GIuN2B. L'anticorps ayant le numéro de lot: 2740948 détecte une bande & ~55 kDa et l'autre non (B)
Détection de GIUN2B dans le cerveau complet et le cytosol avec un anticorps contre GIuN2B de chez

Synaptic Systems. La bande a ~55kDa n'est pas dévoilé par l'anticorps.
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