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Résumé

Dans les pathologies neurodégénératives comme la Maladie d’Alzheimer, les neurones
meurent par un processus de mort cellulaire programmée, « suicide », appelé apoptose. Des
études in vivo, ont montré que cette étape de destruction somatique, tardive, est précédée de
phénomenes précoces de dysfonctionnements synaptiques et de dégénérescences axonales.
L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue
progressivement des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »).
Néanmoins, en ’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires
qui conduisent au dying back demeurent encore mal connus. Nous nous proposons d’aborder
cette problématique en utilisant un nouveau systeme de culture primaire de neurones; la
microfluidique, qui permet une compartimentalisation efficace des axones et des somas de
neurones issus du systéme nerveux central.

Gréace a cet outil, nous mettons en évidence pour la premiere fois, qu’un stress appliqué
uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire un dying back pattern. En
effet, ’axone commence a se fragmenter alors que le corps cellulaire « stressé » ne présente
aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de dégénérescence se soit propagé dans
I’axone depuis le soma. D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK impliquée dans
les phases précoces de 1’apoptose est ici le premier signal observé dans 1’axone, contrdlant la
fission des mitochondries et 1’activation des caspases, qui sont les effecteurs moléculaires de
la phase d’exécution de I’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement
utilisé pour faire référence a la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre a 1’axone.

De plus, nous avons démontré que la Sirtuine 3 une deacetylase NAD+ dépendante, résidant
dans la mitochondrie, est elle aussi impliquée. Ainsi nos résultats suggerent que le NAD+ et
le programme apoptotique peuvent ensemble participer au devenir de 1’axone (Magnifico S et
al., article soumis).

Enfin, en utilisant la forme agrégée du peptide amyloide 25-35, modélisant un dépdt focal de
plaque amyloide, nous confirmons nos observations en démontrant que la portion distale des
axones est partiellement résistante a 1’exposition du peptide 25-35, tandis qu’une exposition
somatique déclenche une propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit a une
dégénérescence rétrograde de 1’axone. Cette relative résistance axonale peut étre expliquée
par le transport antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire.
(Magnifico et al., article en cours d’écriture).

En conclusion, ce travail s’integre dans la compréhension des mécanismes de la
dégénérescence axonale observée dans les maladies neurodégenératives telle que la Maladie
d’Alzheimer.



Abstract

In chronic degenerative processes, such as Alzheimer Diseases (AD), neurodegeneration
occurs over long period of time, in which neurons slowly build up aggregated proteins,
progressively lose their synapses, axons and ultimately their cell bodies. Due to the intrinsic
complexity of brain wiring and lack of experimental models, the molecular mechanisms
involved in synaptic and axonal degeneration in chronic processes are poorly understood.
Nevertheless, in AD, neurons may suffer from localized (somatic, dendritic or axonal) insults
that could progressively modify local transduction pathways and lead to the propagation of
degenerative signals inside the neurons.

Using primary neuronal cultures, compartimentalized in microfluidic cell culture platforms,
we show that somato-dendritic application of pro-apoptotic inducers triggers the propagation
of a degenerative signal in axons shafts, leading to progressive cytoskeleton alteration and
ultimately to axonal destruction. Using local inhibition of transduction pathways, we show
that the degenerative signal originating from neuronal soma involves mitochondrial fission,
cytochrome C release and transient axonal activation of JNK and caspase 6. Interestingly,
whereas activation of these pro-apoptotic pathways in axons can lead to axonal
dismantlement, axonal vulnerability is tightly controlled by cell body integrity.

We further demonstrate that the Sirtuine 3 (SIRT3), a deacetylase NAD+ dependante localize
in mitochondria, confer a strong protection against axonal fragmentation. Thus our results
suggest that local mitochondrial energetic level (SIRT3) together with apoptotic signaling can
lead to axonal degeneration in neurodegenerative diseases (Magnifico S et al., article
submitted).

Finally, using the aggregated form of the amyloid peptide 25-35, modeling a focal amyloid
plaque deposition, we confirm our observations demonstrating that the distal axon is partially
resistant to exposure of peptide 25-35, while that exposure somatic triggers an anterograde
propagation of a signal which leads to toxic retrograde degeneration of the axon. This relative
resistance can be explained by axonal anterograde transport of mitochondria sound from the
cell body. (Magnifico S et al., Article being written).

In conclusion, this work allows understanding the mechanisms of axonal degeneration
observed in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease.
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Introduction



I/ Les phénomenes de dégénérescence axonale : description et modeles
d’études

La dégénérescence axonale (DA) est un phenoméne commun a de nombreuses pathologies du
Systéeme Nerveux Central (SNC) et du Systéme Nerveux Périphérique (SNP). Dans certaines
situations, la perte de 1’axone associé a 1’apparition des symptomes moteurs et/ou cognitifs,
peut précéder la destruction du corps cellulaire. On parle alors de Dying back. Néanmoins, en
I’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires qui conduisent au
Dying back restent mal connus. La majorité des études visant a appréhender les mécanismes
moléculaires de la DA a été conduite dans un contexte physiologique (le « pruning »

developpemental) et pathologique (la Dégénérescence Wallérienne).

A/ Contexte physiologique

1.1 Dégénérescence axonale ; un processus physiologigue

1.1.1) le « pruning » développemental

L’élimination sélective des portions axonales ou dendritiques sans la mort du neurone est un
phénomene crucial qui prend place au cours du développement (Luo DT et al.,, 2005 ;
Bischop DL et al., 2004). En effet, lors de la phase développementale, les neurones peuvent
étendre des collatérales dans des régions inappropriées qui vont ensuite étre éliminées par un
processus qu’on appelle «pruning » ou «élagage » en francais. Il s‘agit ici d’assurer

I’optimisation de connectiques afin d’améliorer les fonctions biologiques.

Ce phénoméne a notamment été observé au niveau de la jonction neuromusculaire, JNM
(Figure 1) (Bishop DL et al., 2004), du cervelet (Scelfo B et al., 2003) du cortex visuel (Katz
LC et al., 1992) des projections de la couche V du néocortex (Hoopfer ED et al., 2006) et du
systeme olfactif (McDonald JM et al., 2006). Comme dans le cas de la JNM, les cibles
multi-innervées vont, par le biais du pruning, devenir mono-innervées (Figure 1). La plupart

des études relatives au pruning sont menées chez la drosophile et le mammifére.
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Figure 1: Pruning axonal au niveau de la JNM. Imagerie in vivo, en temps réel d’une jonction
neuromusculaire innervée par deux axones (vert et bleu) a P11. A P13, il reste un reliquat d’axone au niveau de
la JNM (annoté par un astérisque), alors que la portion distale de 1’axone bleu (représentée par une fléche
blanche) est distante de la JNM de 50um. Aprés trois jours (P14) ’axone bleu a complétement disparu (Bishop
DL et al., 2004)

1.1.2) la déprivation en facteur trophique : un modele de pruning in vitro

Le pruning développemental peut étre cause par la perte de facteurs trophiques entrainant du
méme coup 1’élimination de la collatérale aspécifique. Cette situation peut étre récapitulée in
vitro en dépourvant localement les axones de neurones sympathiques en Neurotrophin
Growth Factor (NGF) (Raff MC et al., 2002) (Figure 2).

C +NGF
+NGF -NGF

Local
axonal
degeneration

Figure 1 : Modéle de pruning in vitro. Quand la portion distale d’un axone issu de neurones sympathiques est
dépourvue en NGF a I’aide d’une chambre tri compartimentée (chambre de Campenot), celle-ci dégénere, alors

que le reste de I’axone et le corps cellulaire survivent (Raff MC et al., 2002).
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Cette étude a été réalisée dans des chambres de Campenot (Figure 3). Celles-ci permettent de
compartimentaliser des neurones issus du SNP comme les neurones sympathiques (Campenot
RB., 1977). Cette technique a permis de mettre en évidence que la croissance des neurites

peut étre controlée localement par des neurotrophines (Campenot RB., 1981)

Teflon divider

4

Figure 2: La chambre de Campenot. Celle-ci se compose de trois compartiments. Chacun de ces
compartiments est isolé fluidiquement par une barriere de téflon collée au fond de la boite de culture par de la
graisse. Des cellules isolées de ganglion sympathique de rat, placées dans le compartiment central, vont projeter

leurs axones a travers les joints en graisse pour atteindre la chambre voisine. (Melli G et al., 2006)

Toutefois, si cette technique permet une compartimentalisation efficace de neurones issus de
SNP, elle ne peut étre utilisée pour des neurones issus du SNC. En effet, alors que les axones
forts et robustes des neurones de DRG peuvent pénétrer et creuser leurs chemins dans les

joints en graisse, les prolongements des neurones trop fins du SNC ne le peuvent pas.

La DA n’est pas exclusive du pruning developpemental. Elle peut aussi avoir lieu dans un
contexte pathologique lors de la dégénérescence aigue (Dégénéréscence Wallérienne) et

chronique (Dying back) de I’axone.

B/ Contexte pathologique

1.2 Les dégénérescences aigues : La Dégénérescence Wallérienne

1.2.1) La Dégénérescence Wallérienne
La Dégeénérescence Wallérienne (DW) est un processus biologique qui fait référence a la

dégénérescence de la portion distale de I’axone déconnectée physiquement du corps cellulaire

suite a une lésion (Figure 4).
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Wallerian

Apoptosis degenaration

Figure 4 : La Dégénérescence Wallerienne. Aprés lésion, la portion distale de ’axone dégénére. Cette I1ésion
peut dans certains cas (1/ état de maturation du neurone et 2/ distance par rapport au soma de la zone de Iésion)

induire la mort du neurone parent. (Raff MC et al., 2002).

Ce processus de dégenérescence axonale commun au SNC et SNP fut décrit pour la premiere
fois par Augustus V.Waller en 1850, anatomiste et physiologiste britannique. De ces
observations, il en a déduit que les cellules nerveuses (le corps cellulaire) nourrissent en

quelque sorte les fibres nerveuses.

La DW s’accompagne de la désintégration de la cyto-architecture des neurofilaments suivie
par le désassemblage du réseau de microtubule associé a 1’apparition de blebs (Figure 5) et
qui méne in fine a la fragmentation de 1’axone (Figure 5). Les débris vont ensuite étre

éliminés par les cellules de type macrophage.

Figure 5 : Illlustration d’un axone blébé et fragmenté. Sur le panel de gauche, I’axone immunomarqué avec
un anticorps dirigé contre la tubuline, est blébé (boursurflure ou gonflement). Sur le panel de droite est

représenté un axone fragmenté. (Magnifico S et al., 2012 article soumis)

Le modéle le plus couramment utilis€ pour étudier la DW est I’axotomie d’un nerf
périphérique de DRG qui consiste a couper I’axone en son milieu. L’axone, ainsi isolé de son
corps cellulaire, continue & conduire des potentiels d’actions 24-48 heures avant de dégénérer.
La DW peut avoir lieu a la fois, lors de traumas et d’accidents vasculaires cérébraux,
d’infection ou de maladies auto-immunes qui localement vont endommager l’axone

(multiples scléroses).
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1.2.2) Les traumas cérébraux et les ataxies cérébelleuses

Les traumas cérébraux peuvent entrainer de la DW. En effet lors d’un choc dit « indirect » qui
se traduit par des phénomenes d’accélération ou de décélération (que 1’on retrouve lorsqu’on
secoue tres fortement un enfant) des lésions axonales diffuses sont observées dans de
nombreuses régions du cerveau notamment dans la région du cervelet. Les faisceaux d’axones
subissent alors un stress de « cisaillement » qui mime en quelques sortes une axotomie. Ces
Iésions axonales portent le nom de TAI pour Traumatic Axonal Injury (Buki A et al., 2000 ;
Adams JH et al., 1982) ou de DAI pour Diffuse Axonal Injury (Graham DI et al., 1995 ;
Gennarelli TA et al., 1993 ; Gennarelli TA et al., 1982). De facon intéressante, a la suite de
traumas cérebraux, des lésions neuronales au niveau du cervelet ont été observées (Lighthall
JW et al., 1990), comme étant souvent responsables de désordres physiologiques plus ou
moins graves parmi lesquels figure I’ataxie cérébelleuse (Hoshino S et al., 2003 ; Lighthall
JW et al.,, 1990). Une étude complémentaire basée sur 1’analyse du volume du cervelet
d’enfants agés de 9 a 16 ans ayant subi des traumas cérébraux, a permis de mettre en évidence
que le volume de la substance blanche chez les enfants traumatisés (TAI) est tres inférieur a
celui des enfants normalement développés TD (28.14 pour les enfants TAI a 19.49 pour les
enfants TD soit une diminution de 31%) alors que le volume de la substance noire ne
différencie que Iégérement (112.49 pour les enfants TAI a 107.18 pour les enfants TD soit
une diminution d’environ 5%). Ces résultats démontrent que les faisceaux d’axones soumis a
des forces de tensions et de cisaillement pendant un trauma cérébral sont particuliérement
vulnérables comparés aux corps cellulaires (Spanos GK et al., 2007). Ces résultats concordent
avec les conclusions des comptes rendus de Matthews et al., qui décrivent une atteinte de la
substance blanche associée a des phénoménes de blebs et de DA observés chez le rongeur

ayant subi un trauma cérébral (Potts MB et al., 2009).

1.2.3) Les ischémies cérébrales et les Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC)

Les ischémies cérébrales caractérisées par la réduction transitoire ou permanente du flux
sanguin, sont a I’origine de lésions cérébrales. Celles-Ci sont associées a bon nombre de
pathologies (épilepsies, paralysies, désordres comportementaux, dysfonctions cognitives), qui
dans certains cas peuvent conduire a la mort de 1’individu (Ginsberg MD et al., 2009). Cette
diminution locale du flux sanguin dans les régions cérébrales est connue pour réduire la

quantité d’oxygéne (hypoxie) et de glucose dans la région ischémique. Ceci peut
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s’accompagner par des changements structurels et morphologiques, a la fois de la substance
grise, mais aussi de la substance blanche (Stinear CM et al., 2007). En effet des phénomenes
de fragmentation axonale ont été rapportés a partir d’études portant sur les conséquences
d’une ischémie cérébrale (Lama S et al., 2011 ; Ueno M et al., 2010). Celle-ci se modélise in
vitro par une déprivation en oxygene-glucose suivie par une étape de reperfusion (McCarran
WJ et al., 2007). Si les mécanismes moléculaires responsables de la perte de la substance
blanche sont encore peu connus, il est admis que les axones dégénérent dans un contexte de
DW (Raff MC et al., 2002).

1.2.4) La Sclérose en plague

La sclérose en plaque est communément décrite comme une maladie auto-immune du SNC,
dont les manisfestations cliniques sont liées a une demyélinisation des fibres nerveuses.
Dépourvue de myéline, la conduction de I’influx nerveux des fibres nerveuses se retrouve
perturbée. De maniére intéressante, il a été observé au niveau des zones de lésions, qu’en plus
d’une perte de la myéline, une perte de I’axone est a I’origine des formes les plus aigues de la
pathologie. Il est donc important de définir les mécanismes moléculaires a 1’origine de la
perte axonale, dont le timing et le degré de détérioration semblent corréler avec la progression

de la maladie vers des stades les plus critiques.

Le modeéle in vivo, le plus largement utilisé pour aborder cette problématique dans ce contexte
précis est celui du modéle murin pour I’EAE (Experimental Auto-immune
Encephalomyelitis). En effet, I’induction de ’EAE chez le petit animal récapitule la cascade
d’événements, qui va de la Iésion démyélinisante a la perte de I’axone (Lassmann H et al.,
2011).

D’un point de vue in vitro et in vivo, la perte de I’axone qui fait suite a une agression locale de
I’axone (infiltration des macrophages et des lymphocytes T au niveau de la 1ésion) peut étre
assimilée a de la DW (Dziedzic T et al., 2010), ce qui justifie qu’on puisse utiliser I’axotomie

comme modéele d’étude.

1.3 Les déagénérescences chroniques : le Dying back

Néanmoins, bien que le paradigme de la DW soit souvent utilis¢ comme modele de la DA, sa
pertinence dans la compréhension des mécanismes impliqués dans certaines dégénérescences

des axones du SNC et du SNP est débattue. En effet, alors que I’axone est simplement
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sectionné dans la DW, dans le contexte des maladies neurodégénératives, 1’agression peut
théoriquement prendre place a la fois au niveau pré-synaptique et au niveau dendritique. De
plus, a la différence de la DW, 1’axone est encore connecté au corps cellulaire dans le
contexte des maladies neurodégénératives. Cette situation a conduit diverses equipes de
recherche a proposer un second scénario de dégenérescence axonale, dit du « dying back ».
Au cours de ce dernier, les neurones du SNC subissant une agression chronique, présentent
une dégeénérescence progressive et rétrograde des terminaisons vers le soma. Ce scénario a
aussi été proposé pour expliquer la plupart des pathologies du SNP comme la maladie des
motoneurones, les neuropathies optiques, les neuropathies sensorielles associées a
’alcoolisme (Walsh JC et al., 1970), au diabete (Sima AA et al., 1983) et au SIDA (Melli G
et al., 2006).

I. 3.1) Les pathologies du SNP associées a la DA

I.3.1.a) La maladie des Motoneurones : (Sclérose Latérale Amyotrophique)

La Sclérose latérale Amyotrophique fut décrite pour la premiéere fois par le neurologue
francais Jean Martin Charcot en 1869. Cette maladie incurable se caractérise par une perte
progressive des neurones moteurs du cortex cérébral et de la corne antérieure de la moelle
épiniere, associée a la destruction du faisceau pyramidal. La symptomatologie initiale se
manifeste par des troubles moteurs ; spasticité, hyperexcitabilité des reflexes, faiblesse et
atrophie musculaire (« amyotrophie »), qui conduisent a une paralysie progressive, dont

I’atteinte de la fonction respiratoire conditionne généralement le pronostic vital de I’individu.

Méme si I’étiologie de cette pathologie reste encore a €lucider, plusieurs évidences issues de
modeles animaux semblent indiquer que la perte des axones précede la mort des neurones
moteurs eux-mémes (Fadon-Nachum M et al., 2011). En effet, dans 1’étude menée par Dunja
Frey publiée en 2000, une perte synaptique au niveau de la jonction neuromusculaire est
observée chez le petit animal transgénique pour le SLA avant méme la manifestation des
symptomes cliniques (Frey D et al., 2000). Ces données sont a la fois confirmées et enrichies
par I’étude de Lindsey Fischer menée en 2004, qui constate chez le petit animal et chez
I’homme (post mortem), une propagation spatio-temporelle de la dégénerescence des
neurones moteurs avec une dénervation des fibres musculaires au niveau de la JNM ainsi
qu’une sévere dégradation de 1’axone (Figure 6) alors que les neurones moteurs ne semblent
pas affectés (Fischer LR et al., 2004).
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Figure 6: Perte des JNM chez des souris SOD®%®*. Les fibres motrices et les axones sont facilement
reconnaissables avec un marquage dirigé contre 1’a-bungarotoxine (rouge) et les neurofilaments (green). Les
trois images du haut représentent des fibres musculaires innervées de fagon importante (A), intermédiaire (B) et
non innervées (C). Le graphique (D) représente 1’analyse quantitative de 1’état d’innervation des fibres

musculaires en fonction de 1’age des animaux SOD®***. (Fischer LR et al., 2004)

Ces résultats suggerent fortement que la dégénérescence des neurones moteurs commence au
niveau de la partie distale de I’axone et semble se propager de fagon rétrograde en direction
du corps cellulaire, ce qui est compatible avec le « dying back » pattern. La SLA est par
conséquent une maladie de I’axone (axonopathie) dans laquelle il est nécessaire d’identifier
les mécanismes moléculaires qui en sont a 1’origine. Pour cela il devient alors légitime

d’élaborer un modele animal pour la SLA.

Approximativement 2% des cas de SLA, sont causés par la mutation de la Super Oxyde
Dismustase (SOD1°%4). Cette enzyme catalyse la dismutation d’ions superoxydes en
oxygene. Il s’agit donc d’un acteur essentiel dans le systéme de défense contre les radicaux
libres issus de la respiration mitochondriale. La découverte de cette mutation a permis de
mettre au point une souris transgénique (SOD1%%*) qui développe la méme symptomatologie
que les patients humains. Ce modele, utilisé pour examiner la pathologie cellulaire de la
dégénération des neurones moteurs au cours du dying back, représente un outil de choix pour

le développement de molécules qui viseraient a ralentir la progression de la maladie.
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1.3.1.b) les neuropathies sensorielles : le HIV

Les neuropathies périphériques sont des atteintes des nerfs périphériques. Elles se traduisent
par des degradations des nerfs au niveau de la gaine de myéline, et dans les cas graves, par la
dégradation de la fibre nerveuse elle-méme (axone). On parle alors de Neuropathie axonale.
L’étiologie des neuropathies périphériques peut étre imputée a une multitude de facteurs
divers et variés. Il est par conséquent illusoire d’en dresser une liste exhaustive. C’est la
raison pour laquelle, j’ai choisi de ne mentionner ici que des neuropathies périphériques ayant
pour origine le Virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH). En effet, de nombreux rapports
ont fait état d’un nombre relativement élevé de patients atteints du VIH et souffrant de
neuropathies périphériques. Avec plus de 40% de patients affectés (Janssen F et al., 1988), les
neuropathies sensorielles associées au VIH sont I'une des complications neurologiques les
plus souvent retrouvées chez les patients. Ceci rend légitime que la sérologie du virus du VIH
fasse désormais partie du bilan de premiére intention d’une neuropathie périphérique. Des
études éléctrophysiologiques ont pu montrer une diminution dans la vitesse et I’amplitude de
conduction de I’influx nerveux en adéquation avec les phénoménes de démyélinisation et de
perte axonale. D’un point de vue clinique, les symptomes se manifestent d’abord par des
altérations de la fonction somésthésique (sensation de « marcher sur du carton », modification
de la perception du frottement sur la peau qui devient vite intolérable). Apparaissent ensuite
des sensations de brilures permanentes pouvant étre accompagnées par d’éventuelles
faiblesses musculaires. Enfin, dans ses formes séveéres, les douleurs insupportables souvent
permanentes peuvent handicaper lourdement la marche et ainsi détériorer la qualité de vie du
patient (Verna L et al., 2003). Malheureusement, jusqu’a maintenant, il n’existe pas de

thérapie effective qui puisse ralentir la DA observée chez ces patients.
1.3.2) Les Maladies Neurodégénératives du SNC
Tout comme les maladies du SNP, la DA est aussi un marqueur précoce des maladies
neurodégénératives du SNC.
1.3.2.a) Neuropathies Optiques : Glaucome
Le glaucome est une maladie dégénérative du nerf optique qui conduit progressivement a la

cécité. Cette maladie est associée bien souvent a une pression intraocculaire anormalement

élevée (>21 mmHg) compressant et endommageant du méme coup les fibres nerveuses issues

28



des cellules ganglionnaires qui tapissent la rétine. Les fibres nerveuses qui sont les premieres
a étre touchées, dégénérent avant les cellules ganglionnaires de la rétine. Cette
dégénérescence rétrograde est donc assimilée a du dying back pattern (Schlamp CL et al.,
2006). Méme si des modeles d’études basés sur I’augmentation de la pression intraocculaire
ont été mis au point (Buckingham BP et al., 2008) pour étudier les mécanismes de cette

pathologie, ceux-ci sont encore a élucider.

1.3.2.b) Les pathologies neurodégénératives de type Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une pathologie dans laquelle est observée une atrophie cérébrale
associée a la mort neuronale. Il a été montré que des phénomenes précoces de DA précédant
la mort neuronale sont corrélés a I’apparition des symptdémes cognitifs. La DA est par
conséquent un evenement précoce dans le décours de la maladie d’Alzheimer. Prévenir ou du
moins ralentir la DA, permettrait de protéger le corps cellulaire et de surcroit la repousse de
I’axone (sprouting). C’est ainsi, sous le filtre de la maladie d’Alzheimer que je me suis

intérésse aux mécanismes moléculaires impliqués dans les phénomenes de la DA.

11/ La dégénérescence axonale dans les Maladies Neurodegénératives : la
Maladie d’Alzheimer (MA)

A/ Les pathologies dites agrégatives de type Maladie d’Alzheimer (MA)

11.1 Historique de la maladie d’ Alzheimer (MA)

11.1.1) Introduction

La MA est une maladie neurodégénerative du SNC entrainant des troubles comportementaux
et une perte progressive et irréversible des fonctions cognitives, notamment de la mémoire.
Souvent confondue avec les aspects normaux de la sénescence ou d’autres pathologies
neurologiques comme la démence vasculaire, cette maladie fut longtemps sous diagnostiquée.
En effet, la maladie ne fut décrite pour la premiére fois, qu’en 1906, par le psychiatre et
anatomopathologiste allemand Alois Alzheimer, dans une publication décrivant les altérations
anatomiques du cerveau d’une patiente de 51 ans, Auguste D. C’est Emil Kraepelin,
psychiatre de profession, qui proposa que la maladie porte le nom d’Alzheimer, du nom de
son découvreur. Depuis, les recherches n’ont cessé de se développer et permettent aujourd’hui

de considérer la MA comme la principale cause de démence chez les personnes ageées.
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11.1.2) Les troubles psychologiques et comportementaux

La MA qui conduit irrémédiablement a la mort du patient, peut se subdiviser en plusieurs

stades. On en distingue trois :

Le stade léger, particulierement difficile a diagnostiquer, est caractérisé par des troubles
mnésiques et comportementaux. A ce stade, la mémoire a long terme n’est pas altérée,
contrairement a la mémoire a court terme. De plus, des troubles du langage, comme des

difficultés a trouver certains mots peuvent aussi accompagner cette géne mnésique.

Le stade modéré est caractérisé par une évolution aggravante des troubles décrits ci-dessus.
Ainsi ¢’est a ce stade qu’apparaissent les difficultés pour le patient a reconnaitre ses proches.
L’individu perd peu a peu ses repéres temporels et spatiaux, devenant dépendant d’une tierce
personne. Concernant le langage, son discours devient incohérent. Au-dela des troubles
mnésiques et comportementaux, on peut observer des modifications de la personnalité, une

agressivité, une perte d’intérét ou encore des troubles de 1’alimentation et du sommeil.

Le stade terminal caractérisé par la perte totale de 1’autonomie, le patient ne pouvant plus
communiquer, ni se déplacer, aboutit irremédiablement a la mort du patient huit a dix ans

apres avoir déclaré les premiers symptomes.

11.2 Evidences Anatomopathologiques

11.2.1) Les plaques amyloides et la dégénérescence neurofibrillaire

La MA se caractérise sur le plan neuropathologique par la présence de deux types de lésions
dans les régions hippocampiques et corticales associatives, a savoir les plaques séniles et la
dégénérescence neurofibrillaire (Braak H et al., 1998 ; Dickson DW et al., 1997). La
dégénérescence neurofribrillaire est due aux paires de filaments en hélice composés
principalement par des amas de la protéine Tau, anormalement phosphorylée (Trojanowski JQ
et al.,, 1993) (Figure 7). Tandis que les plaques séniles correspondent a 1’accumulation
extracellulaire d’un peptide dit « p-amyloide » (Hardy J et al., 2002). Les dépdts amyloides
sont visualisés a I’aide de la thioflavine S qui reconnait les formes fibrillaires d’amyloide
(Figure 8). Ces deux types de lésions ont pour conséquence la destruction neuronale qui

entraine la perte progressive des fonctions cognitives et de ’intégrité intellectuelle.
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Figure 7 : Tllustration d’un neurone présentant une immunoreactivité pour la protéine Tau anormalement
phosphorylée (AT8 immunoreactivité) dans la région du cortex transentorhinal a partir de tissus de cerveau

humain obtenus post mortem. (Braak H et al., 2004)

Figure 8 : Les dépdts amyloides sont marqués a la thioflavine S (vert). Le marquage a la thioflavine S est
homogeéne dans la région du cortex frontal mais concentré dans les régions de 1’hippocampe et du gyrus denté.

(Carty NC et al., 2006).

11.2.2) dispersion spatiale de la MA

Comme je I’ai signalé dans la sous-partie abordant la symptomatologie, la MA est aussi une
maladie lente et progressive touchant tour a tour de multiples structures. Les travaux qui
illustrent le mieux cette dispersion spatiale de la MA, sont les travaux réalisés par H. Braak.
Ce neuroanatomiste allemand a pu mettre en évidence par immunohistochimie (Immuno
réactivité dirigée contre les formes hyperphosphorylées de la protéine Tau, et en utilisant
I’AT8 comme anticorps), que la Dégénérescence NeuroFibrillaire (DNF) dans le cortex
cérébral évolue de maniere stéréotypée et hiérarchisée. Cette dispersion spatiale stéréotypée a
permis a H Braak d’identifier six stades anatomiques pouvant étre regroupés en 3 unites
génerales ; I-11; 111-1V ; V-VI. Celle-ci débute tout d’abord dans les régions transenthorinale
et enthorinale (Stages I-11) et s’étend progressivement vers le cortex temporal (Stages I1I-1V),
puis dans les régions associatives (Stages V-1V) (Figure 9) (Braak H et al., 2006).

31



a stagel b stagell c stagelll

hippocampus hlppocampus
transentorhinal region
(\ occipito- allo-
temporal gyrus cortex
' transentorhinal - ‘\entorhinal temporal transento

rhinal sulcus region region neocortex rhinal region
d stagelil e stagelV f stageV

~ g
occipito- superior superior
temporal . temporal temporal
gyrus A rthinal  gyrys gyrus

sulcus

collateral =, ™ entorhinal Heschl's gyrus
suicus ! region ’

$ lingual -— insular cortex { Heschl's

gyrus N gyrus
Lo W) =
Trx
X A occipito-temporal %
gyrus

g stageV h stage VI i stage Vi

superior

temporal g & peristriate region

/ para-

striate
area

peristriate region

calcarine
fissure

/ striate

area

striate
area

-
\ parastriate area

peristriate region Adem

parastriate area

peristriate region

Figure 9 : Les six stades de la dégénérescence neurofibrillaire sur des sections d’hémisphéres révélées par
un immuno marquage dirigé contre la proteine Tau Hyperphosphorylée (AT8 immunoreactivité). (Braak
H et al., 2006)

Des études complémentaires, menées par ce méme chercheur, ont montré une
immunoreactivité pour I’ATS8, dans des prolongements axonaux de neurones situés dans des
régions sous corticales comme le locus coeruleus, situé dans le tronc cérébral, ceci suggérant
un nouveau point de départ de la maladie (Braak H et al., 2010) (Figure 10).
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Figure 10 : Illustration d’un neurone présentant une immunoreactivité pour la protéine Tau anormalement
phosphorylée (AT8 immunoreactivité) dans la région du locus coeruleus a partir de tissus de cerveau humain

obtenus post mortem (panel de gauche). Agrandissement de la zone (panel de droite). (Braak H et al., 2004)

D’autre part, ce phénomene dispersif a aussi €té illustré en suivant la progression de la perte

neuronale en fonction des différents stades de la maladie (Small DH et al., 2001).

[1.2.3) La mort neuronale

La majeure partie des études s’est focalisée sur les mécanismes moléculaires responsables de
la mort neuronale, en partant du principe qu’en empéchant la mort du neurone il serait
possible de retarder le développement de la maladie. Ainsi de nombreuses études menées in
vivo et in vitro indiquent que 1’accumulation de protéines agrégées telles que le peptide
amyloide, les expansions a poly glutamines et les protéines de type prion sont associées a une
perte neuronale qui récapitule la cascade apoptotique classique (Rohn TT, 2010 ; Su JH et al.,
1994). En effet concernant la MA, c’est au milieu des années 90, malgré la difficulté de
capturer un événement extrémement furtif a 1’échelle du décours temporel de la pathologie,
qu’apparaissent les premiéres évidences immunohistochimiques in vivo (Smale G et al.,
1995 ; SuJH et al., 1994) et in vitro (Loo DT et al., 1993) mettant en cause I’apoptose comme
processus de mort cellulaire. Pour cela, ces deux groupes ont révélé la fragmentation de
I’ADN en utilisant la technique de TUNEL (tDt-mediated dUTP nicked labelling).
Cependant, méme si la fragmentation de I’ADN est 1’un des critéres qui definit I’apoptose, la
réactivité du marquage TUNEL, ne peut étre prise comme évidence pour attester d’une mort
par apoptose a moins que des caractéristiques morphologiques ne soient révélées. Sachant le
manque de fiabilité de la technique TUNEL, ces résultats ont été corrélés avec I’expression de

la proteine pro-apoptotique comme bax (Su JH et al., 1997). De plus, la remise en cause de
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cette technique a aussi permis, a la fin des années 90, 1’émergence de nouvelles techniques
plus spécifiques reposant sur le développement d’anticorps dirigés spécifiquement contre les
neoépitopes nouvellement formés issus du clivage protéolytique par les caspases. Ainsi
Fuscheng Yang fut I’'un des premiers a developper un anticorps dirigé contre la partie C-
terminal d’un fragment de 32 kdalton, issu de clivage de I’actine par les caspases, ceci lui
permettant de démontrer de fagon tres pertinente I’activation de la machinerie apoptotique
dans le cerveau de patients atteints par la MA (Yang F et al., 1998). Cette étude fut suivie par
d’autres menées a la fois in vivo et in vitro, au début des années 2000 et qui ont rapporté une
augmentation dans 1’expression et I’activation des caspases, suggérant tres fortement un réle
de ces protéases dans la MA (Nakagawa T et al., 2000 ; lvins KJ et al., 1999 ; Gervais FG et
al., 1999) (Figure 11).

A . B

Figure 11 : Augmentation de I’immunoreactivité pour la caspase-3 (molécule pro apoptotique) sur des neurones
pyramidaux situés dans la région CA3 de I’hippocampe (coupe de tissus humains obtenus post-mortem). Alors
qu'une trés faible immunoreactivité (fleches blanches) pour la caspase 3 et détectée (MF-R280) dans la
condition physiologique (A), une importante immunoreactivité (fleches noires) pour la caspase 3 est détectée

dans la condition pathologique (B). (Gervais FG et al., 1999)

L’ensemble de ces études anatomo-pathologiques ont permis de mettre en évidence que
I’apoptose neuronale est un processus cardinal de la MA. A noter que ce paragraphe n’avait
pas pour but de décrire les mécanismes moléculaires impliqués dans [’apopotose qui Seront
developpés dans la partie consacrée aux acteurs moléculaires impliqués dans les mécanismes

destructeurs (partie 111 et 1V de I’introduction).

[1.2.4) L’activation microgliale
En complément, des études sur la mort neuronale réalisées in vivo, et confirmées in vitro,
indiguent que la présence de microglies activées est souvent associée aux plaques amyloides

contenant des fibrilles (Figure 12) (Radde R et al., 2006 ; Sasaki A et al., 2002 ; Benzing WC
et al., 1999 ; McGeer PL, et al., 1987). Le role des microglies dans la MA n’est toutefois pas
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clairement élucide. En effet, alors que certaines études indiquent que les microglies sont
neurotoxiques (Sastre M et al., 2011), d’autres démontrent qu’elles protégent du
developpement de la MA (Naert G et al., 2011).

jﬁ * Fa 3 S & ] -
E R S .“ﬁ&.-"f A )
- v :I,r,? b\ -

Oy < b Y
1mo; e, *‘_.' wA B8 moi :

Figure 12 : TIllustration d’une gliose réactive (microglie activée) autour de dépots amyloides chez des

souris transgéniques pour la MA. (A) Marquage Iba-1 pour les microglies et Rouge Congo pour les amyloides
dans les régions du néocortex chez les souris tg dgées de 1 et 8 mois. L’Activation et I’hypertrophie des
microglies semblent concomitantes a I’apparition des premicres plaques et sont étroitement regroupées en
périphérie des amyloides. Barre d’échelle représente 100um. (B) Un agrandissement révele que les microglies
sont bien regroupées autour des plaques amyloides chez une souris tg 4gée de 8 mois. La barre d’échelle
représente 20um. (Radde R et al., 2006).

Certaines données in vitro indiquent que I’activation microgliale est a I’origine des dommages
neuronaux (Dhawan G et al., 2011, Neniskyte U et al., 2011, Neher JJ et al., 2011). Lorsque
les microglies sont mises au contact de neurones en culture (Giulian D et al., 1996), ou de
cultures organotypiques (London JA et al., 1996), une augmentation significative de mort
neuronale est détectée dans les conditions ou les microglies sont stimulées par le peptide.
Dans d’autres études, la présence de microglies est nécessaire pour promouvoir une toxicité
associée a I’amyloide (Giulian D et al., 1996). Ces études indiquent que le recrutement des

microglies au niveau des plaques amyloides pourrait jouer un réle délétére dans la MA.

A contrario, un nombre croissant d’évidences in vivo indique que le recrutement des
microglies dans la MA pourrait étre protecteur en participant a 1’élimination par phagocytose
de I’amyloide. Chez un des modéles murins pour la MA, par exemple (souris Tg2576), une
abolition dans le recrutement microgliale conduit au développement précoce de dépots
amyloides et ce associé a une augmentation de la mortalité de ces souris (Simard AR et al.,
2006).

Bien que le role exact des microglies ne soit pas encore totalement élucidé, I’'importance du

role a jouer par ces cellules gliales fait consensus.
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11.3 La cascade amyloide

L’hypothese de la cascade amyloide a été proposée en 1991 par John Hardy et David Allsop
(reviewed by Tanzi RE and Bertram L, 2005). Cette hypothése suggere que le clivage
anormal de la protéine transmembranaire APP, a I’origine de la production d’AP (la voie
amyloidogénique) serait a ’origine de la MA. Une fois produit le peptide AP va, par un

phénomeéne de nucléation, adopter plusieurs états conformationnels.

11.3.1) La voie amyloidogénique (production de peptide AB)

Le peptide amyloide (AB) a I’origine des plaques séniles, est issu du clivage anormal de la
protéine nommeée APP «Protéine Précurseur de la protéine p-Amyloide », largement
exprimée dans toutes les cellules de I’organisme. L’APP est une protéine transmembranaire,
codée par un géne localisé sur le chromosome 21 (Kang J et al., 1987), possédant un large
domaine extracellulaire glycosylé en position N-terminale et un court domaine cytoplasmique
en C-terminale. La majeure partie du peptide Ap est portée par la partie extracellulaire de
I’APP (au niveau de la région centrale) avec un court domaine fixé dans la région
transmembranaire de I’APP (Figure 13). Il existe plusieurs isoformes de I’APP qui se
distinguent par le nombre d’acides aminés qui les composent ; de 695-770. L’isoforme la plus
abondante dans le cerveau (APP695) est produite principalement par les neurones (Hardy J et
al., 1997). L’ APP est ensuite clivée par des enzymes appelées les sécrétases qui ont pour role
de cliver des protéines qui se trouvent ancrées a la membrane plasmique (ou situées dans le
réticulum endoplasmique, I’ Appareil de Golgi ou des vésicules d’endocytose) (Mattson MP,

2004). Dans le cas du clivage de I’APP on en dénombre trois, comme la a-Secretase, la g-

secretase (BACE) et la y-secretase. L’ APP peut-étre clivée de deux manieres (Figure 13).

La voie amyloidogénique, pathologique, qui conduit a la production de I’Ap, nécessite le
clivage successif de I’APP par la p-secretase (BACE) et par la y-secretase. Dans un premier
temps, le clivage extracellulaire par la p-secretase va libérer la partie N-terminale de 1’APP
(SAPPp) et générer un fragment de 99 acides aminés (C99) qui représente la partie C-
terminale de I’APP. Il est important de souligner que ce fragment C99 toujours ancré a la
membrane peut étre internalisé et donc clivé secondairement dans la cellule. Dans un second
temps, la y-secretase va cliver le fragment C99 au niveau de la région transmembranaire pour
libérer le peptide Ap constitué de 40 ou 42 acides aminés et le domaine intracellulaire de

I’APP (AICD) qui va transloquer au noyau et induire 1’expression de génes pro apoptotiques
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(Leissring MA et al., 2002). De plus, il a été identifié un site de clivages pour les caspases sur
le fragment C99, a I’origine d’un fragment cytotoXique constitué de 31 acides aminés (C31)
(Lu DC et al., 2000).
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Figure 13 : Le clivage séquentiel de ’APP au cours de la voie non-amyloidogénique et amyloidogénique.
(A) L’APP est une large protéine biologiquement active composée d’un long ectodomaine en position N-
terminal et d’un court domaine en C-terminal. La séquence du peptide AP commence a l’intérieur de
I’ectodomaine et continue jusque dans la région transmembranaire (rouge). (B) La voie non-amyloidogenique de
I’APP implique le clivage séquentiel de la a-secretase et de la y-secretase. (C) La voie amyloidogenique de

1’ APP nécessite un clivage par la BACE suivi par celui de la y-secretase. (O’Brien RJ et al., 2011)

A noter que la y-secretase, qui est impliquée dans le clivage de la région transmembranaire de
I’APP, est un complexe multi protéiques compose de la presenilin (conférant 1’activité
catalytique de I’enzyme), la nicastrine, I’Aph-1 et Pen-2 (intervenant dans la régulation de
I’enzyme). (Mattson MP, 2004 ; Takasugi N et al., 2003 ; Francis R et al., 2002 ; Yu G et al.,
2000).
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De fagon alternative le clivage de I’APP peut se faire physiologiquement par la o-
secretase qui va cliver dans la séquence de I’AB empéchant la production de ce dernier et
libérant le fragment extracellulaire de I’APP (sAPPa) ainsi qu’un fragment intracellulaire
C83 (partie C-terminale de I’APP). Dans ce cas de figure, il s’agit de la voie non-
amyloidogenique, dans laquelle SAPPa libéré est connu pour ses fonctions essentielles dans
les phénomenes de plasticité neuronale (Mattson MP et al., 1997 ; Roch JM et al., 1994). De
plus, il a été démontré que la production de SAPPa augmente en réponse a 1’activité
électrique suggérant que 1’activité neuronale augmente le clivage de I’APP par la a-secretase
(Mattson MP et al., 1997).

11.3.2) Les causes putatives de la MA

On distingue deux formes de la maladie d’Alzheimer; la forme «sporadique » la plus
répandue qui concerne 99% des cas et dont I’origine est peu connue, et la forme « familiale »

ou « héréditaire » qui se définit par une apparition précoce de la maladie.

11.3.2.a) La forme héréditaire de la MA

Les découvertes ces vingt derniéres années des aberrations génétiques qui entrainent ou
augmentent le risque de développer la MA ont permis d’accroitre nos connaissances sur les
altérations moléculaires et cellulaires responsables de la dégénérescence neuronale et des
dysfonctions cognitives. La séquence de I’ Ap a été identifiée, le géne codant pour I’APP a été
cloné et localisé sur le chromosome 21 (Murrell O et al., 1991 ; Goate AM et al., 1991). Les
mutations des génes codant pour I’APP et les presenilin 1 et 2 (PSEN1 et PSEN2) situés sur le
chromosome 14, ont été identifiées comme les principales causes de la forme autosomique
dominante (ou forme « héréditaire ») de la MA (Larner A.J, 2011). Dans plusieurs cas de
forme autosomique dominante de la MA ou des mutations génétiques ont été identifiées
(mutations de I’APP, PS1 et PS2), une augmentation de la forme longue de I’Ap (Ap42) a été
rapportée chez les patients, dans les cultures cellulaires et chez les souris transgéniques
(Scheuner D et al., 1996 ; Haass C et al., 1995). Les mutations de I’APP résultent en un
changement de un ou de deux acides aminés a I’intérieur, ou immédiatement adjacents a la
région Ap, ce qui favorise le clivage par la BACE et la y-secretase alors que les mutations
concernant PS1 et PS2 altérent I’activité de la a-sécrétase et augmentent le ratio Ap42/Ap40
(Hardy J et al., 1997, Suzuki N et al., 1994).
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11.3.2.b) les facteurs de risques favorisant la voie amyloidogenique

Concernant les facteurs de risques pour la forme sporadique, plusieurs génes de prédisposition
a la MA ont été identifiés et notamment le géne codant pour I’ Apolipoproteine E (APOE), une
protéine impliquée dans le métabolisme lipidique (Fagan AM et al., 2002). Parmi ces genes,
on retrouve les génes codant pour GSK3p (qui phosphoryle Tau et conduit a la formation des
dégénérescences neurofibrillaires) (Hernandez F et al., 2009), Tau (qui est hyperphosphorylée
dans les DNF) ou PICALM pour phosphatidyllinositol (associé aux proteines de clathrin,
impliquées dans 1’endocytose de I’ APP et a I’origine de son clivage en intracellulaire) (Harold
D et al., 2009) pour ne citer qu’eux (Ballard C et al., 2011). Toutefois, la génétique ne suffit
pas a expliquer le développement des formes sporadiques de la MA. Cette maladie semble se
développer en concomittance avec d’autres facteurs comme la vieillesse, les maladies
cardiovasculaires, I’hypertension, le diabéte, le stress, ou 1’obésité. De plus, des conclusions
d’études épidémiologiques suggérent qu’un faible niveau d’éducation, de légers trauma
cerébraux, une forte consommation de calories ou un style de vie sédentaire augmenteraient
les risques de développer la MA (Blennow K et al., 2006 ; Mayeux R et al., 2003; Mattson
MP et al., 2003).

11.3.3) Les différentes conformations du peptide

Apres clivage, le peptide Ag est libéré dans 1’environnement extracellulaire dans lequel il peut
adopter plusieurs structures conformationelles. On peut alors distinguer : les formes solubles,
qui se composent entre autres de monomeres, dimeres et d’oligoméres, et les formes
insolubles regroupant les protofibrilles, les fibrilles et les plaques amyloides. C’est la
séquence centrale composée de huit acides aminés (KLVFDAAE) qui permet sa propre
agrégation (Chaudhary N et al., 2010).

11.3.3.a) Les formes solubles du peptide Ag

Le peptide Ap est obtenu apres le clivage du fragment C99 par la y-secretase. En fonction de
la zone clivée par la y-secretase, trois principales formes d’Ag comprenant 38, 40 ou 42 acides
aminés sont produites. La forme intermédiaire Ap40 non toxique est la plus abondante. Dans
le cas de la MA, il semblerait qu’une surproduction d’Ap42 ou une augmentation du ratio

AB42/Ap40 suffirait a causer I’apparition des premicres altérations a 1’échelle cellulaire
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(Lesne S et al., 2006). Des études complémentaires démontrent clairement que 1’agrégation

pré-fibrillaire de I’ Ap est essentielle pour la toxicité.

De récentes études ont montré une corrélation robuste entre le niveau d’Ap soluble et la
sévérité de la perte cognitive (Lue LF et al., 1999). La forme soluble renvoie aux formes
pouvant étre resuspendues dans une solution aqueuse et rester en suspension apres
ultracentrifugation. En utilisant un tampon aqueux dépourvu en détergent, Kuo et al., a isolé
une variéte de formes non fibrillaires d’Ag (40-42) composée de petits oligoméres, dimeéres et
octameéres (Kuo YM et al., 1996). Dix ans plus tard les formes monomériques, dimériques et
trimériques furent mises en évidence par McLean et ses collegues (McLean CA et al., 1999).
Plus récemment, les nonameres et les dodécameres d’Ap découverts par Lesne et al (Lesne S
et al., 2006) ont été incriminés dans la détérioration de la mémoire spatiale chez la souris
tg2576 (diminution d’épines dendritiques et perte de LTP dans le gyrus denté), sans toutefois
affecter d’autres formes de mémoire. Par conséquent, il est fort probable que la complexité de

la MA réside dans la diversité des formes solubles responsables des effets observés.

11.3.3.b) Les formes insolubles du peptide Ag

De part la taille relativement élevée des especes insolubles, celles-ci furent décrites les
premiéres. Tout d’abord, avec les analyses d’Alois Alzheimer qui fut le premier & rapporter

la présence de dépbts amyloides (1906).

Parmi les dép6ts amyloides on distingue les plaques diffuses et les plaques séniles (également
appelées plaques neuritiques). Tandis que les plaques diffuses se composent exclusivement de
peptide AP, les plaques séniles responsables des lésions extracellulaires se constituent a la
fois d’un dépot de peptide AP en son centre et de prolongements neuritiques (issus

principalement des neurones) chargés en protéines Tau en périphérie.

Beaucoup plus tard dans les années 1980, on comprenait que ces plaques amyloides étaient la
résultante de structures plus modestes (6-10nM de diametre), curvilignes, appelées fibrilles,
elles-mémes composées de structures encore plus petites appelées protofibrilles (5nm de
diametre) (PFs) (Walsh DM et al., 1997). D’autre part, une étude utilisant la microscopie a
force atomique permit de mettre en evidence le caractere instable des PFs pendant le
processus de nucléation de I’Ap (Harper JD et al., 1997, Harper JD et al., 1997), pouvant
générer des formes fibrillaires mais aussi se dissocier en petits oligoméres d’ AP (Harper JD et
al., 1999 ; Walsh DM et al., 1999). La formation des PFs in vitro est dépendante de sa
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concentration, du PH et de la force ionique (Harper DM et al., 1999). De facon intéressante,
Lambert et al., ont rapporté apres isolation et identification des PFs, la présence de petites (4-
5nM de diamétre) structures globulaires composées d’une proportion importante d’AB42 vs
AP40, qu’il nomma ADDLs (AP derived diffisible ligands) (Lambert MP et al., 2009).
Comme pour le PFs avec les fibrilles, les ADDLSs sont détectés juste avant les PFs suggérant

que I’apparition des ADDLs précéderait celle des PFs.

Méme si les dysfonctionnements neuronaux précoces semblent étre imputés aux formes

solubles, les formes insolubles sont toxiques en culture (Hartley DM et al., 1999).

[1.3.4) Les modéles d’études de la maladie d’Alzheimer

La découverte des mutations évoquées précedemment (11.3.2a), a permis d’élaborer des
modeles animaux pour la MA. Ainsi il est possible de modéliser, chez le petit mammifere, les
Iésions observées chez les patients atteints de la MA en surexprimant les formes mutées de
I’ APP appelées : Swedish (APPSW, APPK670N and M671L) (Citron M et al., 1992), London
(APPLON, APPV7171) (Goate, A et al., 1991), India (APPI, APPV717F) (Murrell J et al.,
1991), Dutch (APPE693Q) (Levy E et al., 1990), lowa (APPD694N) (Davis J et al., 2004)
(Figure 14). Des souris transgéniques pour la présenilin ont aussi été générées en réponse a la
découverte des mutations des présenilin-1 (PSEN1) (Duff K et al., 1996) et 2 (PSEN2) chez
des patients atteints de la MA. Des croisements entre des souris de fonds génétiques différents
ont ensuite été générés afin d’aboutir a un modéle d’étude récapitulant le plus de traits

communs aux patients développant la MA.

Q Dutch ’5” 5 Indiana F
N L Swedish (1) (2) Flemish @G Arctic— ¢ ““-London |
1 7 | | ' 40 42
“A AR AA
B o N lowa(3) \/ Florida ( 4

@ Increases f-secretase cleavage @ Decreases a-secrelase cleavage '@ Alters Af aggregation propensity '@:'a Increases AR42 release

Figure 14 : Modéles de souris transgéniques présentant les différentes mutations de ’APP. La mutation
Swedish (1) favorise le clivage par la B-secretase (b), alors que la mutation Flemish (2) diminue partiellement le
clivage par la a-secretase (a). Les mutations, Artic, Dutch et lowa, lesquelles sont localisées sur le domaine du
peptide AP, conduisent principalement a 1’agrégation de ce dernier. Enfin, la mutation London, altére le clivage
par la y-secretase, ce qui s’accompagne par une augmentation du peptide Ap42 et du ratio AB42/AB40.
(Philipson O et al., 2010)
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D’autre part, il est aussi possible de modéliser in vitro la MA en ayant recours a trois
approches expérimentales qui utilisent 1/ des peptides synthétiques (Ap42, Ap25-35), 2/ des
cultures cellulaires dans lesquelles I’APP est surexprimée ou 3/ des broyats de cerveau de
patient Alzheimer. A noter que pour 1’approche expérimentale 1/ il est possible d’utiliser
plusieurs peptides de synthese. En effet, il est possible de modéliser les formes solubles et
insolubles & partir d’AB42 en jouant sur les paramétres que j’ai mentionnés précédemment
11.3.3b) comme le PH, la concentration du peptide, la force ionique, la durée d’incubation et
la température a laquelle est préparée la solution d’AP (4 ou 37°C). Un autre peptide est aussi
fréqguemment utilisé pour modéliser la MA : le peptide AB25-35. Celui-ci est particuliérement
insoluble et ne forme pas ou peu de structures oligomériques et précipite dans des milieux de
culture sous forme d’agrégats visibles en microscopie optique (Millucci L et al., 2010). Il
s’agit donc d’un modele de plaque amyloide. Comme vous le verrez par la suite, j’ai utilisé
dans mes études, a la fois I’AP25-35 et I’AP42, ce qui m’a permis de comparer la

neurotoxicité en fonction de 1’état d’oligomérisation du peptide.
11.3.5) Les différentes localisations sub-cellulaires du peptide Ap
Dans la situation ol nous ne connaissons pas les modalités qui conduisent au dying back dans

la MA, il est indispensable de mieux comprendre comment et dans quels sous-compartiments

neuronale le peptide AP peut étre produit et libéré (Figure 15).

Production en extracellulaire (Figure 15)

Comme je 1’ai mentionné précédemment, 1°‘APP est une glycoprotéine transmembranaire. On
la retrouve majoritairement a la synapse. Comme toute protéine, elle transite par le réticulum
endoplasmique (RE) et D’appareil de golgi. Elle est ensuite intégrée a la membrane
plasmique, ou elle est clivée successivement par la BACE et la y-secretase, libérant le peptide

AB hors de la cellule, dans la fente synaptique (Lazarov O et al., 2002).

Production en intracellulaire (Figure 15)

Toutefois, I’APP non clivée a la membrane peut aussi étre internalisée dans des vésicules
endosomales. Ces structures de nature acide fournissent les conditions optimales pour la
BACE dont I’activité¢ est dépendante du pH (Vassar R et al., 2009). De plus des études de
FRET ont permis de mettre en évidence une interaction entre I’APP et BACE a I’intérieur des

endosomes.
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Figure 15 : Les sites de production de PAB. L’A est produit & Iintérieur du RE dans le Golgi et dans le
systeme endosome/lysosome. APP est dirigée a la membrane plasmique, ou elle est majoritairement clivée par la
o-secretase, libérant I’APPa dans I’espace extracellulaire, et le fragment C83 a ’intérieur de la cellule. L’ APP
non clivée peut étre internalisée dans des endosomes précoces dans lesquels I’APP sera clivée par la BACE
générant le fragment C99. Celui-ci peut ensuite retourner a la membrane, redirigé vers le RE, ou envoyé dans le
systeme endosomes/lysosomes. Le fragment C99 pourra alors étre clivé par la y-secretase produisant ainsi le

peptide AP. D’autre part, I’AP extracellulaire peut se lier & la surface de la cellule et étre internalisé lui aussi

dans des endosomes précoces. L’accumulation intracellulaire d’A se fait donc principalement dans le RE, le

Golgi, le cytosol et dans des lysosomes. (Laferla FM et al., 2007)

En plus du systeme endosomal, de fortes évidences suggerent que 1’AB est généré intra
cellulairement par le long de la voie de sécrétion (RE, Appareil de Golgi) (Cook DG et al.,
1997 ; Hartmann t et al., 1997). De facon intéressante, L’extracellulaire peut aussi étre
internalisé dans des endosomes et renforcer le pool intracellulaire d’Ap (Nagele RG et al.,
2002). Cette vision simplifiée sur les sites de production cellulaire d’Ap, nous indique que

I’A peut a la fois s’accumuler a I’extérieur de la cellule mais aussi a I’intérieur de la cellule.
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L’ APP est transportée de facon antérograde par les kinésines du soma jusqu’a la terminaison
synaptique (Ferreira A et al., 1993 ; Koo EH et al., 1990), avec une vélocité de plus de 10uM
par seconde (Goldsbury C et al., 2006 ; Stamer K et al., 2002 ; Kaether C et al., 2000). L’APP
peut donc s’accumuler en différents points de la cellule augmentant ainsi le nombre de sites
potentiels de production et de libération d’Ap (Kamal A et al., 2001) (Figure 16).
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Figure 16 : Modéle de transport antérograde de vésicule d’APP. L’APP est transportée antérogradement le

long des microtubules par I’intermédiaire de vésicules accrochées. (Szodorai A et al., 2009)

Il a d’ailleurs été montré, qu’en réponse a une perturbation dans le transport antérograde,
I’APP peut s’accumuler a I’intérieur de sphéroides ou varicosités au niveau axonal et
perturber ainsi le transport axonal (Coleman M et al.,, 2005; Kamal A et al., 2001 ;
Gunawardena S et al., 2001). L’accumulation de I’APP a été rapportée dans des axones
endommageés a la suite de trauma cérébraux, de maladies demyelinisantes (sclérose en

plaque), fournissant un bon marqueur du blocage du transport axonal (Ferguson B et al.,
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1997 ; Gentleman SM et al., 1993). Enfin, en plus d’une libération synaptique, des études ont

montré que 1’AP pouvait étre libéré au niveau de 1’axone (Wei W et al., 2009).

Compte tenu du caractere trés polarisé des neurones et du fait que la libération du peptide AP
peut se faire en différents endroits du neurone (soma, axone et synapse), il est légitime de se
demander quelle serait la conséquence d’une accumulation localisée d’AB sur ’ensemble du

neurone.

11.4 En quoi I’étude du processus de la DA peut s’avérer essentiel pour une meilleure

compréhension des maladies Neurodégénératives.

11.4.1) I’ Apoptose neuronale : un événement tardif

Comme j’ai pu le mentionner dans le paragraphe sur la mort neuronale (11.2.4), il a été
clairement établi que les peptides amyloidogenes sont directement neurotoxiques et qu’ils

enclenchent une apoptose neuronale.

De maniere surprenante, dans le contexte de maladies chroniques tel que la Maladie
d’Alzheimer, les études anatomo-pathologiques montrent que les signes clairs d’apoptose
neuronale somatique ne sont objectivables que tardivement au cours de la maladie et ce alors
que les individus atteints présentent déja un certain nombre de troubles cognitifs (Lesne S et
al., 2008 ; Lesne et al., 2006). Il semble donc que la mort neuronale ne soit pas directement
associée a D’apparition des premiers symptomes et encore moins aux évenements qui

surviennent lors de la phase asymptomatique de la maladie.

11.4.2) Les événements précoces ; perte synaptique et fragmentation axonale

Un nombre croissant de travaux a permis de mettre en évidence, chez les patients ainsi que
dans les modeles animaux pour la MA, que I’apparition des dysfonctions Synaptiques et
axonales précoces survenant avant la mort neuronale, corréle avec la survenue des symptdmes
cognitifs (Selkoe DJ et al., 2002 ; Callahan LM et al., 1995).

En accord avec les résultats issus des études anatomo-pathologiques, il semblerait donc que
des evénements précoces de perte synaptique et de dégénérescence axonale précedent la mort
du neurone (corps cellulaire). La mort du neurone par apoptose, consécutif a I’accumulation
de peptide amyloide, est donc un événement tardif dans le décours de la maladie. Cette

situation a amené a proposer de la part de MC Raff, un scénario de degénérescence axonale,
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dit du « dying back », au cours duquel des neurones du systeme nerveux central subissant une
agression chronique, présentent une dégénérescence progressive et rétrograde des
terminaisons vers le soma (Raff, MC, 2004) (figure 17).

Au vu de ce scenario proposé, il est crucial de comprendre les modalités et les mécanismes
moléculaires impliqués dans la DA, encore mal connus. Une meilleure compréhension de ces
mécanismes permettra de retarder la DA et de surcroit protéger le corps cellulaire. Ainsi il
sera possible de retarder 1’apparition des symptomes cognitifs chez le patient souffrant de la
MA.

‘Dying back’ hypothesis

B

Figure 17 : Dying back pattern. Le modele du dying back propose que la dégénérescence axonale commence
au niveau de la portion distale de celui-ci et se propage de fagon rétrograde en direction du corps cellulaire.
(Coleman M, 2005)

11.4.3) Perte axonale : cause ou conséquence de la destruction somatique

En raison du type tres polarisé des neurones, une question majeure se pose concernant les
maladies neurodégéneratives : la dégénérescence axonale est-clle la conséquence d’une
atteinte spécifique de 1’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un dysfonctionnement au
niveau du soma neuronal (neuropathie) ? En d’autres termes, quelles sont les modalités qui
conduisent au dying back ? En répondant a cette question, on pourra ainsi compléter le

scénario proposé par Raff MC.
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Dans le cas de la MA, des travaux récents suggérent que 1’accumulation progressive de
peptide amyloide (AP), qui se fait principalement a la synapse (Kamenetz F et al., 2003)
pourrait étre un élément initiateur de ces évenements précoces (Wirths O et al., 2008). La
diminution de la densité synaptique, pourrait conduire a la perturbation de l'intégration du
signal entre synapses et dendrites, et évoluer vers des phénomeénes de rétractions locales des
axones ou des dendrites et de DA (Coleman MP, 2005 ; Tsai J et al., 2004 ; Ferri A et al.,
2003).

Les désordres axonaux et synaptiques pourraient ainsi étre le reflet d’un dysfonctionnement
somatique du neurone soumis a un stress (neuropathie), les terminaisons axonales étant les
premiéres a dégénérer. Dans cette situation, cela supposerait 1’existence de propagation de
signaux destructeurs antérogrades (en direction de 1’axone) (Figure 18). A l’inverse, les
perturbations distales, initiales (axonopathie), pourraient étre responsables d’une fragilisation
du neurone et de I’enclenchement de la phase d’exécution de I’apoptose (Melli G et al., 2006).
Ceci suggérerait alors I’existence d’une propagation rétrograde (en direction du corps

cellulaire) de signaux destructeurs aboutissant a I’apoptose du corps cellulaire.

(propagationrétrograde d'un signal toxique) (propagation antérograde d‘un signal toxique)

Figure 18 : Conséquence d’une accumulation locale de peptide amyloide a la synapse sur les éléments pré
et post-synaptiques. Le peptide libéré a la synapse peut théoriquement endommager les neurones situés en
amont et en aval du peptide. Dans le cas ou le peptide endommagerait 1’¢1ément pré-synaptique, cela pourrait
conduire a I’activation et a la propagation d’un signal toxique a 1’origine de la DA qui pourrait se propager de
fagon antérograde pour in fine induire la mort du neurone. Dans le cas inverse, le peptide pourrait activer un
signal délétére, au niveau somatique, qui pourrait se propager de fagcon rétrograde et provoquer une DA.
(Magnifico S)

[1.4.4) Perte axonale : les acteurs moléculaires
Si les mécanismes « tardifs » d’exécution de I’apoptose neuronale sont bien compris, les
mécanismes « précoces » impliqués dans les phénoménes locaux de DA restent encore
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inconnus (Kantor DB et al., 2003). Pour cause, la majorité des études se sont focalisees sur les
mécanismes responsables de la mort neuronale. D’autre part, dans les modeles classiques, les
agents stressants (le peptide amyloide, ou tout autre agent d’intérét) sont introduits
directement dans le milieu de culture des cellules et entrent en contact avec 1’ensemble de la
population cellulaire. Si ces méthodologies ont permis de décrire les voies de transduction
associées a la mort neuronale, elles ne permettent pas d’étudier les mécanismes mis en jeu
lorsqu’un stress prend part sur une portion limitée du neurone. On ne connait donc pas dans le
contexte de la MA, les mécanismes moléculaires impliqués dans la DA. Pour tenter de les
approcher, je vais donc faire un petit détour par les études ménées dans le contexte de la

Dégéneréscence Wallérienne et du pruning développemental.

11/ Les acteurs moléculaires susceptibles d’étre impliqués au cours de la
dégénérescence axonale.

A/ La Dégénérescence Wallérienne

Jusqu’a la fin des années 2000, la plupart des travaux visant a appréhender les mécanismes
impliqués dans la DA ont été réalises dans le contexte de la Dégénérescence Wallerienne
(DW) ou I’axotomie d’un nerf périphérique conduit a la dégénérescence rapide de la portion
distale de I’axone. La survie du corps cellulaire dépend de son stade développemental (les
neurones immatures dégénérants) et de la distance séparant le corps cellulaire de la zone lésée
(plus I’axotomie est réalisée a proximité du corps cellulaire, plus celui-ci aura tendance a

dégénérer).

111.1 Acteurs moléculaires mis en jeu durant la DW

[11.1.1) les calpaines

La séquence d’événements dans un contexte de DW est initiée par la désintégration des
neurofilaments et des microtubules, des composants majeurs dans le cytosquelette (Donat JR
et al., 1973). On a longtemps pensé que la dégénérescence de la portion distale de 1’axone,
aprés axotomie, €tait un phénomeéne passif s’apparentant a de la nécrose. En effet, tout comme
ce processus destructif, la DA est la conséquence d’une déplétion en ATP et d’un important
flux de calcium (extracellulaire ou intracellulaire) a I’intérieur du cytoplasme. Partant de I3, il

a eté montré que la désintégration des neurofilaments était un mécanisme dépendant du
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calcium (Schlaepfer WW et al., 1979). De plus la méme équipe a mis en évidence que les
neurofilaments n’étaient pas directement altérés par le calcium mais plus spécifiquement par
des protéases calcium dépendantes (Schlaepfer W W et al., 1979), les calpaines. Ces enzymes
calcium dépendantes ont de nombreux substrats parmi lesquels on retrouve les protéines du
cytosquelette, des kinases, des phosphatases et des récepteurs membranaires. Dans le contexte
de DW, il a ainsi pu étre mis en évidence que ces protéases étaient activeées dans la portion
distale de I’axone avant méme la dégradation des neurofilaments. De plus, 1’inhibition des
calpaines retarde la DA dans un contexte de DW, ce qui suggére que ces proteases calcium
dépendantes contribuent a la DA (Coleman M et al., 2005).

111.1.2) la protéine WId(s)

La découverte du phénotype d’un mutant spontané WId(s) (pour Wallerian Degeneration
slow), chez qui les portions distales des axones sectionnés demeurent morphologiquement
(Figure 19) et fonctionnellement intactes trois semaines apres lésion, a permis de montrer que
la DA est un phénomeéne actif qui n’est pas uniquement explicable par une simple absence de
support trophique (Gillingwater TH et al., 2003 ; Mack TG et al., 2001 ; Lapper SR et al.,
1994 ; Lyon MF et al., 1993).

Wt unlesioned Wt 5 days postiesion  Wid(s) 12 days post lesion

Figure 19 : La protéine WId(s) protége de la DA aprés axotomie. Cing jours aprés Iésion tous les axones sont
fragmentés dans la condition contrdle (wt 5 days post lesion) tandis que les axones surexprimant WId(s) ne sont

pas fragmentés méme apres douze jours post lésion (WId(s) 12 days post lesion) (Coleman MP et al., 2001).

L’un des pionniers a travailler sur WId(s) fut E.R Luun. Ce chercheur Américain constata
chez la souris C57BL/Ola, que la dégenérescence de la portion distale du nerf sciatique apres
transsection était anormalement lente (Luun ER et al., 1989). Chez cet animal au phénotype
surprenant, la portion périphérique du nerf sectionnée demeurait fonctionnellement intacte

(capacité a transduire une activité électrique) jusqu’a trois semaines post transsection, tandis
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que dans la condition contréle, 1’activité électrique était perdue en a peine deux jours (Perry
VH et al., 1992 ; Luun ER et al.,, 1989). En réalisant des croisements entre cette souris
C57BL/Ola et d’autres au fond génétique différent, Perry et al., constatérent que ce phénotype
était transmis a la génération suivante sur le mode autosomique dominant (Perry VH et al.,
1990). De plus, cette méme équipe localisa le géne impliqué dans le retard de DW sur le
chromosome 4 (Lyon M.F et al., 1993). Se basant sur le phénotype de la souris présentant
cette mutation spontanée, le locus du géne fut appelé et symbolisé, WId pour Wallerian

degeneration et 1’alléle par, WId(s) pour Wallerian degeneration slow (Lyon MF et al., 1993).

Cing ans apres, on identifia une triplication en tandem d’une région de 85 kb a I’intérieur de
la région candidate pour WId(s), sur le chromosome 4 (Coleman MP et al., 1998) (Figure 19).
Le sous-clonage et le séquencage de cette région, ont permis la découverte d’un géne
chimérique composé du gene Ubedb (ou Ufd2a) qui code pour 70 acides aminés situés en
position n-terminale de la protéine WId(s) (N70) et de la séquence compléte du gene
D4Colele codant pour les 302 acides aminés situés en position c-terminale. (Conforti L et
al., 2000). Le géne Ube4b code pour protéine impliquée dans le protéasome. Le protéasome
est un complexe enzymatique multi-protéique qui a pour réle de dégrader de maniere ciblée
des protéines dénaturées ou mal repliées. Les protéines sont ainsi découpées en petits peptides
qui sont ensuite hydrolysés hors du protéasome et recyclés. Les protéines qui sont amenées a
étre dégradées sont marquées par une protéine appelée ubiquitine. Ces opérations sont
réalisées a I’aide de trois enzymes appelées E1, E2, E3. Le géne Ube4b code pour une «E2
like » appelée E4, une ubiquitine ligase, qui a pour role d’ajouter une ubiquitine a la protéine

cible qui doit étre dégradée.

Le gene D4Cole 1e code pour une enzyme impliquée dans la voie de biosynthese du NAD+,
appartenant a la famille des NMNAT. Les NMNAT qui sont des Nicotinamide
mononucleotide adenyltransferase sont des enzymes clefs dans la biosynthese du NAD+ en
catalysant la condensation du nicotinamide mono nucléotide (NMN) en nicotinamide adénine
di nucléotide (NAD).

Pour résumer, le géne WId impliqué dans le phénotype WId(s) code une protéine chimére qui
porte a la fois un domaine NMNAT, impliqué dans le métabolisme du NAD+, et un domaine
Ebedb impliqué dans la voie du protéasome (Figure 20) (Conforti L et al., 2007 ; Maclnnis
BL et al., 2005).
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Figure 20 : La séquence de la protéine WId(s). La région de 85kDa située sur le chromosome 4 est répliquée
trois fois. Cette protéine WId(s) est issue d’une fusion entre la région Ube4b et la région Nmnat. (Conforti L et
al., 2007)

Bien que le mécanisme d’action de cette protéine soit encore énigmatique, il semble que les
deux activités agissent de concert pour protéger I’axone via une action nucléaire (Mack T.G et
al., 2001). Ainsi, chez les souris exprimant le gene chimérique Ube4b/Nmnat, les axones
moteurs et sensoriels sont protégés (Mack T.G et al., 2001). La conduction nerveuse, la
transmission synaptique, le recyclage des vésicules synaptiques, en plus de la morphologie
des axones et des synapses, sont préserves. De fagon un peu surprenante, cette protéine
chimérique qui confére une axono-protection aprés axotomie se trouve principalement
localisée dans le noyau des neurones (Figure 21) suggérant qu’il existe un intermédiaire entre
la protéine WId(s) et I’axone (Mack TG et al., 2001).

Figure 21 : La localisation intracellulaire de la protéine chimérique WId(s). (a) Tandis que la protéine
WId(s) est détectée dans les noyaux de neurones, (b) cette protéine est absente dans les tissus control de souris
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C57BL. Le marquage rouge représente 1’anticorps (N70) dirigé contre la portion n-terminal de la protéine
WId(s), lequel détecte WId et Ube4. Le marquage vert représente 1’anticorps anti MAP2 délimitant le contour des
neurones. (c) Les astrocytes (GFAP en vert) représentés par une fleche ne présentent par de marquage pour la
protéine WId(s) (rouge). Coloration de Hoechst en bleu. (d-f) Imagerie en confocale de préparations de muscle
sternum triangulaire immunomarquées avec les anticorps N70 (vert), [Ibungarotoxin (rouge). (d) la lignée
murine transgénique pour la protéine WId(s) 4836 homozygote, (e) les souris WId(s) et (f) enfin les souris
contrles C57BL. (g-i) Neurones moteurs de la moelle épiniére, au niveau thoracique, issus des souris WId(s)
(9), de la lignée 4836 (h), présentant un marquage nucléaire pour la protéine WId(s) (red), en comparaison avec
les souris C57BL qui ne présentent aucun marquage pour cette méme protéine (i). Barres d’échelle représentent
5um (a,b) 10um (c) et 50um (d-i). (Mack TG et al., 2001)

D’autre part, WId(s) se compose de 1’isoforme nucléaire des Nmnat notée Nmnat 1 (Magni G

et al., 2004), confirmant une action nucléaire de WId(s).

111.1.3) WId(s) confére une forte axono protection dans des modeéles « DW like »

Il est possible de modéliser la DW autrement qu’en réalisant une axotomie. Dans ce cas, on
assimile ces modéles a de la « DW like », c’est a dire que la dégénérescence de la portion
distale de I’axone n’est pas la conséquence d’une axotomie. Dans le contexte de la « DW
like », la portion axonale est encore physiquement liée au corps cellulaire. Pour modéliser
cette « DW like », de nombreux modeles visent a bloquer le transport antérograde et/ou
rétrograde entre la portion distale de I’axone et le corps cellulaire en déstabilisant la cyto-
architecture tubuline. Pour cela, des approches toxicologiques (utilisation de drogues issues
de la cancérologie comme le taxol ou la colchicine), génétiques (comme le modele de souris
pmn (progressive motor neuropathy) qui présentent une mutation de la chaperonne spécifique
a la tubuline (TBCE)) et physique (en comprimant un nerf (nerve crusch)) sont utilisées. Dans
ces modeles ou le transport est séverement bloqué, la protéine WId(s)  retarde
significativement la DA (Martin N et al., 2002).

Ce gene WId codant pour la protéine WId(s) représente donc un outil inestimable pour
approcher les mécanismes moléculaires impliqués dans la DA, d’autant que le ADNc murin
de WId(s) retarde la DA chez le rat, la mouche, ainsi que dans des modeéles de culture
cellulaire (MacDonald JM et al., 2006 ; Adalbert R et al., 2005 ; Araki T et al., 2004 ; Wang
MS et al., 2001).

[11.1.4) L action protectrice de WId(s) est—elle exclusive a I’axone ?
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Il a été admis que la protéine WId(s) permet de ralentir la DA. Nous pouvons nous demander
si la protéine WId(s) pourrait ou non retarder la destruction du corps cellulaire. La transsection
d’un axone mene tout naturellement a la perte de 1’axone. Dans certaines situations que j’ai
mentionnées ci-dessus (neurones immatures, ou distance du corps cellulaire par rapport a la
zone de lésion faible) cela s’accompagne aussi de la perte de corps cellulaires. C’est le cas,
par exemple, lorsque le transport axonal rétrograde est bloque (Perlson E et al., 2010). Dans
toutes les études visant & déterminer la survie ou non du soma dans un contexte de DW
(transsection) ou de « DW like » (compréssion d’un nerf), la proteine WId(s) retarde de la DA
sans prolonger la survie des corps cellulaires (Beirowski B et al., 2008 ; Wang AL et al., 2006
; Adalbert R et al., 2006) (Figure 22)
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Figure 22 : WId(s) ne protége pas la destruction des corps cellulaires de RGCs apreés transsection du Nerf
Optigue (NO). Graphique indiquant la survie des corps cellulaires des RGCs assortie d’une représentation en
imagerie confocale des aires centrale et périphérique de la rétine apres Iésion du NO dans les conditions contréle
et WId(s). Le double immunomarquage est réalisé avec les Anticorps Tujl et NeuN, tous deux spécifiques des

neurones. (Beirowski B et al., 2008)

Ces resultats suggerent que le mécanisme moléculaire implique dans la DA différe de celui
impliqué dans la mort du neurone (Yan T et al., 2010). Si tel est réellement le cas, une
inhibition du programme apoptotique, qui survient dans la mort du corps cellulaire, ne

retarderait en rien la DA.

I11.1.4.a) La DA est un mécanisme caspase indépendant

De nombreuse études ont consisté a inhiber pharmacologiquement les caspases (acteurs
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essentiels dans 1’exécution du programme apoptotique) ou a interférer génétiquement avec les
effecteurs pro-apoptotiques de type Bcl-2 (Ikegami K et al., 2003 ; Finn JT et al., 2000 ;
Kermer P et al., 1999 ; Mattson MP et al., 1998). Ainsi, la surexpression de protéines anti-
apoptotiques de type Bcl-2 ou la délétion de protéines pro-apoptotiques de type Bax-Bak
prévient de la mort cellulaire sans pour autant protéger de la DA (Whitmore AV et al., 2003 ;
Sagot Y et al., 1995) (Figure 23). Ces résultats ont été confirmés par I’¢tude de Finn JT et al.,
dans laquelle I’inhibition pharmacologique des caspases par le z-VAD (un pan casapse
inhibiteur) ne protége ni de la DW induite aprés transsection, ni de la DA induite par une
déprivation locale de NGF (Finn JT et al., 2000). Ceci renforgant I’hypothéese que les caspases
ne sont pas impliquées dans la DA.

a Optic nerve & RGCs b Sciatic nerve
Hours 0 48 0
o . -
" . -
= . -

Figure 23 : Les protéines pro apoptotiques bak et bax ne sont pas impliquées dans la DW. (a) Pour chaque
photo, une section longitudinale du nerf optique (panel du haut) ainsi qu’une section de la couche des RGC
(panel du bas) sont représentées. Tandis que dans la condition Bak”Bax™ aucune cellule apoptotique n’est
observée par rapport a la condition contréle ou WId(s), cette condition ne protége pas de la DA a I’inverse de
WId(s). (b) Méme conclusion pour les explants de nerfs sciatiques. Les noyaux des cellules de la rétine sont
marqués avec du iodure de propidium (en rouge), les noyaux apoptotiques (en vert) sont marqués par la
technique du TUNEL et les neurofilaments issus des axones du nerf optique sont marqués en vert. La barre
d’échelle représente 10um (Raff MC et al., 2002)

Ces observations ont conduit MC Raff a proposer I’existence de deux programmes de
destructions distincts : le premier specifigue du soma serait de type apoptotique
conventionnel, caspase dépendant, et le deuxiéme spécifique de I’axone, Serait caspase

indépendant (Raff MC et al., 2002).
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L’axone semblerait donc posséder un mécanisme destructif different de celui de I’apoptose. Si
tel est le cas : de quel mécanisme s’agit-il ? Pour y répondre allons voir d’un peu plus prés le

mode d’action de la protéine WId(S).

[11.1.5) Le mode d’action de la protéine WId(s)

Comme je I’ai mentionné ci-dessus la protéine WId(s) est issue de la fusion d’une séquence
codante pour une protéine impliquée dans le complexe du protéasome (Ube4b) avec une

séquence codante pour une protéine impliquée dans le métabolisme du NAD+ (Nmnat).

I11.1.5.a) Quels sont les domaines de la protéine WId(s) nécessaires pour

protéger de la DA ?

Theéoriquement, la protéine WId(s) pourrait conférer une protection axonale au travers de son
domaine Ube4b (j’en parlerai un peu plus tard dans la partie I111.1.5.d), Nmnat 1 ou de la
combinaison de ces domaines. Des études in vivo et in vitro, soutiennent que la seule fonction
Nmnatl pourrait protéger de la DA, bien que la protection induite par celle-ci soit inférieure a
celle conférée par WId(s) (Babetto E et al., 2010 ; Sasaki Y et al., 2010 ; Wang J et al., 2009 ;
Wang J et al 2005 ; Araki T et al., 2004). D’autre part, une simple stimulation au NAD+ suffit
a mimer 1’effet axono-protecteur de la proteine WLd(s) (Press C et al., 2010 ; Sasaki Y et al.,
2006).

e L’activité enzymatique de Nmnatl est essentielle a 1’action protectrice de WId(S)

En réalisant un alignement de séquence entre une Nmnat humaine et WId(s), Mack et al.,
constatent qu’une partie des nucléotides (282-1140) qui composent la sequence de WId(s), est
parfaitement superposable avec la séquence nucléotidique de la Nmnat humaine (Mack TG et
al., 2001). Cette méme équipe observe qu’en surexprimant cette protéine dans des bactéries,
I’activité Nmnat de cette protéine WId(s) est équivalente au lysat bactérien contenant une
construction humaine recombinante pour une Nmnat. Apres avoir démontré que 1’activité
Nmnat issue d’homogénat de cerveau de souris exprimant WId(s) est cing fois supérieure aux
souris C57BL, elle propose que la protéine WId(s) confere une axono protection via une
augmentation de I’activit¢ Nmnat (Mack TG et al., 2001). S’appuyant sur ces résultats, de
nombreuses études menées in vivo et in vitro ont confirmé le role important de 1’activité
enzymatique de Nmnatl dans I’effet axono protecteur de WId(s) (Sasaki Y et al., 2009 ;
Avery MA et al., 2009 ; Conforti L et al., 2009 ; Jia H et al., 2007 ; Araki T et al., 2004).
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C’est ainsi qu’ Araki et al., et Sasaki et al., ont montré in vitro, qu’une augmentation de
I’activité de Nmnat 1 ou une administration exogéne de NAD+ sont suffisantes pour fournir
une forte protection axonale in vitro aprés axotomie ou traitement a la colchicine (un anti
tumoral couramment utilisé pour induire une DA). (Suzuki K et al., 2007, Suzuki K et al.,
2007 ; Araki T et al., 2004). Il est par conséquent, raisonnable de penser que I’action axono
protectrice de la proteine WId(s) puisse étre médiée potentiellement par une augmentation de
la synthése de NAD+ issue de I’activité de Nmnatl (Figure 24).
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Figure 24 : Un pré-traitement au NAD+ est suffisant pour protéger I’axone dans un contexte de DW. (a)
La DW est réalisée in vitro a partir d’explants de DRG, en présence de différentes concentrations de NAD+,
additionnées 24h avant transsection. La fragmentation axonale est déterminée 12h, 24h, 48h, ou 72h apres
transsection. (b) Les explants de DRG sont pré-incubés avec 1mM de NAD+ pendant 4, 8, 12 ,24 et 48 h avant
transsection. Dans chaque expérience, le nombre de neurites non fragmentés (pourcentage de neurites non

fragmentés relative par transsection) est présenté pour chaque condition. (Araki T et al., 2004).

Toutefois, lorsque Nmnatl est conduite en aval du promoteur b-actin utilisé pour identifier
WId(s) (Mack TG et al., 2001) et du promoteur prp (Yahata N et al., 2009), la surexpréssion
de Nmnatl dans des modeles murins ne suffit pas a protéger de la DA (Conforti L et al.,
2007).

Bien que Nmnatl ne soit pas suffisante pour induire une protection robuste de la DA chez la
souris, son activite représente clairement une part essentielle de I’action protectrice de WId(s).
Trois groupes ont récemment généré des modeles animaux exprimant des variants pour la
protéine WId(s), variants chez lesquels ’activité enzymatique de Nmnatl est abolie (Conforti
L et al., 2009 ; Yahata N et al., 2009 ; Araki T et al., 2004). Dans chaque cas, 1’effet axono-
protecteur de WId(s) est séverement réduit (Avery MA et al., 2009) ou aboli (Conforti L et al.,
2009 ; Yahata N et al., 2009). Ces résultats suggérent donc que I’activité enzymatique de

56



Nmnatl est impliquée dans la protection axonale dépendante de WId(s) (Sasaki Y et al.,
2009).

Néanmoins tout n’est pas élucidé puisque certaines études, menées chez la drosophile,
proposent un second r6le possible de Nmnatl (indépendamment de son activité de
biosynthése de NAD+) comme celui de protéine chaperonne (Zhai RG et al., 2008, Zhai RG
et al., 2006). Dans ce cas de figure, son réle se cantonnerait a stabiliser les protéines axonales
(Coleman MP et al., 2010). Toutefois, son réle en tant que protéine chaperonne semble limité.
La mutation du site de liaison de Nmnatl pour ses substrats comme le NMN+ (Conforti L et
al.,, 2009 ; Yahata N et al., 2009) ne devrait pas modifier la fonction chaperonne de la
protéine. Or il s’avére que celle-ci bloque la capacité de WId(s) a protéger de la DA. L’activité
de Nmnatl présente chez WId(s) ne peut donc étre réduite a un simple réle de protéine

chaperonne.
e L’activité de WId(s) est dépendante de sa localisation nucléaire

La protection axonale relative de Nmnatl chez I’insecte ou la souris, suggere qu’une autre
portion de la séquence de WId(s) affectant sa localisation ou son activité, est essentielle pour
conférer un niveau de protection équivalente a WId(s). Un site d’interaction protéinique situé
sur les 16 premiers acides aminés (N16) de la protéine WId(s), dérivant d’Ube4b, a été
identifié. La partie N-terminale de la protéine WId(s) interagit avec une protéine contenant des
valosines (VCP), un élément clef du proteasome (Laser H et al., 2006), et est impliquée dans
la distribution intracellulaire de la protéine WId(s) (Wilbrey AL et al., 2008). La délétion du
fragment N16 qui perturbe la localisation intracellulaire de la protéine WId(s) (Wilbrey AL et
al.,, 2008), supprime compléetement la protection axonale dans les modeles murins
surexprimant WId(s) (Conforti L et al., 2009) et affaiblit grandement la protection axonale
induitde par I’expression de Nmantl seule dans le modele Drosophila (Avery MA et al.,
2009). Cela suggere que la protection de la protéine WId(s) est dépendante de sa localisation
sub-cellulaire. De plus, la fusion du fragment N16 avec Nmnatl méne a un niveau de
protection équivalent a celui conféré par WId(s) (Avery MA et al., 2009). Pris dans leur
ensemble, ces résultats suggerent que la protection axonale médiée par WId(s) est dépendante

de sa localisation nucléaire.
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WId®-derived sequences Axon-protective phenotypes
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Figure 25 : Schéma récapitulatif de la protection axonale médiée par la protéine WId(s) et les sous-
domaines de WId(s). La plupart des études in vivo, ont été menées chez la souris et la drosophile. Les
constructions représentent les séquences dérivées de WId(s) dans lesquelles des domaines spécifiques de WId(s)
ont été mutés ou suppimés. Les protections relativement fortes sont représentées par des (+), tandis que
I’absence de protection est indiquée par un (-) et que I’absence de donnée in vivo est signalée par (n.d).
(Coleman MP et al., 2010)

[11.1.5.b) Nmnat et sirtuines

L’augmentation de I’activité enzymatique de Nmnat qui protege de la DA, n’est pas associée
a une augmentation significative de NAD+. Le NAD+ produit est donc probablement
catabolisé rapidement (Sasaki Y et al., 2009 ; Pollack J et al., 2007). C’est la raison pour
laquelle, il est devenu primordial d’identifier les protéines qui agissent de concert avec les
Nmnats, en utilisant le NAD+ produit par ces derniéres. Parmi les cibles choisies, les
chercheurs se sont intéressés a la famille de Sir2, des protéines déacétylase découvertes chez
Caenorhabditis Elegans, et connues pour étre impliquées dans un grand nombre d’activités
enzymatiques nécessitant du NAD+. Sir2 tres largement étudiée dans les processus de
longévité chez Caenorhabditis Elegans, est une histone déacétylase NAD+ dépendante,
résidant dans le noyau. (Tissenbaum HA et al., 2001). Afin de tester I’éventuelle implication
de Sir2 dans la DA, un inhibiteur pharmacologique de Sir2 ; le sirtinol, ainsi qu’un activateur
de Sir2, le resveratrol ont été utilisés. Les résultats indiquent une diminution partielle de
I’effet axono protecteur d’un prétraitement au NAD+ suite a un traitement au sirtinol. De
plus, un traitement au resveratrol confére une protection équivalente a celle du NAD+,
suggerant une possible implication de Sir2 dans la protection axonale dépendante du NAD+
(Araki T et al., 2004). Chez I’humain, le lapin ou la souris, il existe 7 orthologues de Sir2,
appelés sirtuines et numérotées de 1 a 7 (Buck SW et al., 2004). Ces déacétylases NAD+
dépendantes, different les unes des autres par leur localisation sub-cellulaire. La sirtuine 1

(SIRT1), nucléaire, joue un réle dans le remodelage de la chromatine en régulant des facteurs
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de transcriptions tels que p53 (Luo J et al., 2001), alors que d’autres sirtuines sont localisées
dans le cytoplasme et la mitochondrie (Carafa V et al., 2012). Afin de démontrer laquelle de
ces sirtuines est impliquée dans la protection axonale dépendante du NAD+, des constructions
de siRNA ont été réalisées pour chacune des sirtuines. Comme indiqué sur la Figure 26,
I’inhibition de 1’expression de la plupart des sirtuines ne modifiec pas la protection axonale
dépendante du NAD+, excepté pour le knockdown pour SIRT1 (en bleu) (Araki T et al.,
2004). Pris dans son ensemble, ces résultats indiquent que le mécanisme protecteur de la

proteine WId(s) est dii a I’activité conjointe des protéines nucléaires Nmnat1 et SIRT1.
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Figure 26 : La protection axonale dépendante du NAD+ est médiée par I’activation de SIRT1. Les explants
de DRG sont infectés par des lentivirus exprimant les siRNA spécifiques de chacun des membres de la famille
des sirtuines (SIRT1-7) et pré-incubés avec 1mM de NAD+. Les analyses quantitatives indiquent que seul le KO
pour SIRT1 a un effet sur la DA. (Araki T et al., 2004).

Cependant dans 1’étude menée par Wang J et al., la SIRT1 ne semble pas étre nécessaire pour
la protection axonale induite par le NAD+ (Wang J et al., 2005). En effet, bien qu’il ait été
montré par Araki et al., que le knockdown pour la SIRT1 par RNAI abolit I’effet axono-
protecteur conferé par Nmnatl (Araki T et al., 2004), une autre étude publiée un an plus tard
révele que WId(s) et Nmnatl conservent leur effet axono protecteur dans des neurones SIRT1
7 (Wang J et al., 2005). D’autre part, il démontre dans cette méme étude qu’un apport
exogéne de NAD+ récapitule 1’effet axono-protecteur de la surexpression de WId(s) ou de
Nmnatl, en retardant la diminution du taux d’ATP présent au niveau de 1’axone et la DA

(Wang J et al., 2005). Ces résultats suggerent que la protection axonale médiée par le NAD+
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puisse €étre la conséquence d’une régulation locale de la bioénergétique dans 1’axone. Ce

résultat vient confirmer la potentielle activité extra-nucléaire de WId(s).

I11.1.5.c) La protection axonale conférée par WId(s) est-elle dépendante de sa

localisation sub-cellulaire ?

Une seconde question tout aussi importante sur le fonctionnement de la protéine WId(s)

concerne son site d’action. WId(s) est elle fonctionnelle ailleurs que dans le noyau ?

Pour clarifier ce point, des expériences ont restreint la localisation de WId(s) au cytoplasme.
Pour ce faire la séquence de localisation nucléaire (NLS) a été supprimée. Si I’action
protectrice de WId(s) est dépendante de sa localisation sub-cellulaire, la délétion du NLS
devrait abolir cet effet axono protecteur. De maniere surprenante, la suppression du NLS de la
protéine WId(s), n’abroge pas la fonction de WId(s). Au contraire, les performances de cette
derniere semblent accrues puisque la protection axonale perdure davantage dans le temps
(Beirowski B et al., 2009). De plus, bien que I’expression de Nmnatl, ne ralentisse pas la DW
dans le modéle murin, I’expression d’une Nmnatl mutante limitant sa localisation au
cytoplasme, induit une forte protection axonale (Sasaki Y et al., 2010). Par conséquent, il
semble que la vision de départ qui limitait la fonction de la protéine WId(s) au noyau ne soit
plus appropriée. Deux études ont d’ailleurs révélé un niveau faible mais détectable de la
protéine WId(s) a I’intérieur de nerf périphérique (Beirowski et al., 2009 ; Yahata N et al.,
2009), en concordance avec les études indiquant les potentiels sites d’action extra-nucléaires
de WId(s). Au vu de ces données, WId(s) posséderait une activité extra-nucléaire qui reste a

identifier.
e En route vers la mitochondrie

Des études ont montré que la surexpression de la forme mitochondriale des Nmnat, appelée
Nmnat3, protege tout aussi bien de la DA aprés axotomie, que la surexpression de la forme
nucléaire ou cytoplasmique de Nmnatl (Yahata N et al., 2009 ; Sasaki Y et al., 2006). D’autre
part, la surexpression de Nmnat3 est suffisante pour retarder la DA induite par la roténone ou
la vincristine (Press c et al., 2008 : Yahata N et al., 2009), confirmant qu’il est possible de
protéger 1’axone via une action extra-nucléaire. Ces résultats corroborent ceux apportés par
I’équipe d’Araki T, qui démontrent que 1’effet axono protecteur associé a la surexpression de
Nmnat3 tout comme de WId(s), s’accompagne d’une augmentation de la production d’ATP

suggerant une modification dans la fonction mitochondriale (Yahata N et al., 2009). Ils sont a
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rapprocher des résultats de Beirowski qui montrent, pour la premiére fois, in vivo, une
nouvelle localisation sub-cellulaire de la protéine WId(s) native dans les mitochondries
(Beirowski B et al., 2009). Le projecteur jusqu’alors dirigé vers le noyau semble doucement

mais surement se déplacer vers la mitochondrie.

Si cela se Vérifie, il serait intéressant de savoir si SIRT3, résidante dans la mitochondrie, peut
agir de concert avec la proteine WId(s), ou du moins avec 1’activité Nmnat conférée par celle-
ci, pour protéger de la DA en augmentant la production d’ATP mitochondriale. Cette question

reste pour ’instant sans réponse.

WId®*-derived sequences Axon-protective phenotypes
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Nmnat2 n.d -
(cyto/Golgi) <
"Tr:;ff} ++++ +tt

,h Coleman MP, Freeman MR. 2010,
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Fig 27 : Schéma récapitulatif de la protection axonale médiée a partir de constructions issues de la
protéine WId(s) et les Nmnat. La plupart des études, in vivo, ont été menées chez la souris et la drosophile. Les
constructions en haut de I’image représentent les constructions de la protéine WId(s) ou des domaines
spécifiques ont été délétés ou mutés. Les constructions en bas de ’image représentent les autres molécules
appartenant a la famille des Nmnat ; Nmnat2 et Nmnat3. Les effets axono-protecteurs de ces constructions sont
rapportés a droite de l’image en fonction du modéle d’étude. Les protections relativement fortes sont
représentées par des (+), tandis que I’absence de protection est indiquée par des (-) et que 1’absence de donnée in

vivo est signalée par (n.d). (Coleman MP et al., 2010)

111.1.5.d) I’Ubiquitine Proteasome System (UPS)
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Méme si la majeure partie des études s’est focalisée sur les meécanismes moléculaires
impliqués dans la protection axonale, associés a I’activité Nmnat de la protéine WI(s), il ne
faut pas oublier que celle-ci est aussi composée de la partie Ube4b qui code pour une protéine

impliquée dans le métabolisme du protéasome.

Pour permettre aux protéines d’étre dégradées par le protéasome, il faut qu’elles puissent étre
reconnues par celui-ci. Pour cela, les protéines a éliminer sont marquées par une protéine
appelée ubiquitine. Cette opération est réalisée par I’action coordonnée de trois enzymes
appelées El, E2 et E3. L’enzyme d’activation de I’ubiquitine (E1), active dans un premier
temps 1’ubiquitine et, dans un second temps, active le transfert sur I’enzyme de conjugaison
(E2). Cette enzyme est la seule capable d’attacher 1’ubiquitine a la protéine cible avec 1’aide
de I'ubiquitine ligase (E3) qui joue un rdle de reconnaissance entre l’ubiquitine et les
différentes protéines cibles. Il faudra une chaine d’au moins quatre ubiquitines pour que le

proteasome reconnaisse la protéine a dégrader (Lodish H et al., 2004).

Dans le cas de la protéine WId(s), la portion Ube4b code pour une protéine assimilable a une
E4. 1l a été proposé que 1’Ubedb puisse agir comme un dominant négatif sur la voie du
protéasome (UPS). En effet, bien que la portion N70 de 1’Ube4b ne contienne pas d’activité
ubiquitination propre, il contient un domaine qui lui permet d’interagir avec des substrats,
empéchant du méme coup I’enzyme E2 endogéne de cibler les protéines a dégrader. Le réle
de cette E2-like, serait donc d’empécher les facteurs de survie d’étre dégradés par le
protéasome, dans 1’axone endommage, afin de ralentir le processus de fragmentation. En
accord avec ce modeéle, il a été montré que I’UPS participe au programme d’autodestruction
intrinséque a 1’axone dans un contexte de DW ou lors de I’élimination de prolongement
axonale et/ou dendritique pendant certaines phases de développement (Simonin Y et al.,
2007 ; Hoopfer ED et al., 2006 ; Zhai Q et al., 2003 ; Watts RJ et al., 2003). D’autre part, le
recrutement des microglies lors de la DW est empéché en présence d’inhibiteurs de
proteasome comme le MG132. Ceci confirme justement I’implication de I’UPS dans les
processus de DA. Enfin, il faut rappeler que certaines études ont montré I’existence d’une
interaction entre WId(s) et les VCP (protéines contenant des valosines), un élément clefs dans
le proteasome. Les VCP sont impliquées dans la sortie des protéines mal-conformées hors du
réticulum endoplasmique rugueux et sont nécessaires a leur degradation par le protéasome. En
interagissant avec les VCP, la protéine WId(s) peut potentiellement interférer avec le
fonctionnement du proteasome. Toutefois, si I’activité de Nmnat et sa portion N16 (qui

interagit avec les VCP) étaient essentielles pour le bon fonctionnement de WId(s), la
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surexpression de la Nmnat cytoplasmique, ou de Nmnat3 (Avery MA et al., 2009 ; Sasaki Y
et al., 2009) dépourvues de la portion N16, ne devraient pas protéger de la DA. Or les
différentes constructions de Nmnat protegent tout aussi bien que WId(s). Ceci suggére que la

portion N16 n’est pas nécessaire a I’action de Nmnat.

Récapitulatif WId(s) protége de la DW, principalement via son activité Nmnat. Méme si on a
longtemps pensé que son activité était mediée par une action nucléaire, de récentes études
remettent en cause ce scenario. En effet, il semble que 1’action axono-protectrice de la
protéine WId(s) puisse étre associée a une action extra-nucléaire. Néanmoins, son mécanisme

d’action et les partenaires qui participent a la protection axonale sont a déterminer.

I11.1.5.e) WIds, le récepteur DRAPER et les microglies ; un trio séduisant !

Comme je I’ai mentionné auparavant, la DW s’accompagne, dans un premier temps, de la
désintegration de la cyto-architecture associée in fine a la fragmentation de 1’axone, et dans un
deuxiéme temps, de 1’élimination des débris axonaux par les cellules de type macrophages et
cellules de Schwann. Plusieurs groupes ont examiné si WId(s) pouvait interférer avec cette
deuxieme étape dans le modéle Drosophila. Awasaki et al., ont montré que I’interaction entre
le récepteur Draper exprimé a la surface des cellules gliales et ced6, un adaptateur
intracellulaire impliqué dans la transduction du signal, participent au recrutement et a
1’élimination des débris axonaux par les cellules gliales, au cours du pruning developpemental

des corps pédonculés (Awasaki T et al., 2006) (Figure 28).
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Figure 28 : Modeéle schématique de I’élimination de 1’axone au cours du développement. (1a-1b) La
différenciation des cellules gliales en réponse au pruning développemental est induite par 1’expression de Draper
(Drpr). (1c-3) Les cellules gliales reconnaissent et engloutissent 1’axone en cours de fragmentation a travers Drp

et Ced-6 (Awasaki T et al., 2006).
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Ce scénario a aussi été proposé la méme année par 1’équipe de Freeman, mais dans un
contexte comparable a celui de la DW (MacDonald JM et al., 2006). De fagon intéressante, il
démontre que 1’expression de la protéine WId(s) est associée a la perte de I’up-régulation du
récepteur Draper (nécessaire a ’activation et au recrutement des microglies), ceci suggérant
que I’expression de WId(s) est suffisante pour potentiellement supprimer le recrutement des

cellules gliales au niveau de la zone de lésion (MacDonald JM et al., 2006).

L’ensemble de ces données a permis 1’élaboration d’un modéle (Figure 29) selon lequel, le
mode d’action de WId(s) serait basé sur la prévention ou le changement dans I’expression de
signaux a la surface de I’axone 1ésé. Appelés « eat me » signal, ces signaux seraient impliqués
dans D’activation et le recrutement des cellules gliales a proximité de la zone de lésion
(Fainzilber M et al., 2006).
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Figure 29 : Protection axonale conférée par la protéine WId(s). Schéma représentatif de la protéine de fusion
WId(s). (A) Le nombre d’acides aminés relatif & Ubedb et Nmnatl est indiqué. (B) Neurone présentant une
Iésion au niveau axonal et cellules gliales environnant la zone 1ésée. Un mécanisme autonome a 1’axone, dans
lequel ’exposition d’un signal de surface inconnu, « ligand X », déclenche une activation des cellules gliales a
travers un processus nécessitant I’expression du récepteur Draper et ced6 par les glies. La protéine WId(s)

prévient I’exposition du « eat me » signal et par conséquent retarde la DW. (Fainzilber M et al., 2006)

Méme si le mécanisme exact par lequel WId(s) protége de la DA n’est pas encore totalement
élucide, il est admis que celle-ci protége de la DW. Cependant, est-ce le cas dans un autre

contexte, comme lors du pruning développemental ?

64



B/ La proteine WId(s) peut-elle retarder de la perte axonale dans un autre
contexte que celui de la DW : le pruning développemental

111.2 La protéine WId(s) et le pruning développemental

L’élimination de la portion axonale exubérante, durant le développement, est essentielle dans
le remodelage des cartes topographiques du SNC chez les mammiféeres et les insectes. La
principale forme de pruning axonal se caractérise par un phénomene de DA associé a
I’élimination des débris cellulaires par les cellules gliales environnantes. La DA durant le
pruning développemental chez I’insecte et le mammifére, a lieu sur une courte période de
temps durant laquelle la portion entiere du segment axonal disparait. Cela ressemble
beaucoup au processus de la DW caractérisé par une altération rapide de la cyto-architecture
qui semble soit pleinement intacte soit pleinement fragmentée. Cette fragmentation axonale,
au cours du pruning axonal, est aussi accompagnée par une série de réponses de la part des
cellules gliales a proximité de la Iésion. Ces similarités morphologiques pour la DA, entre
DW et pruning développemental, ont largement contribué a penser qu’ils partagent un méme
programme de destruction (Raff MC et al., 2002).

Pour déterminer si la DW et le pruning développemental partagent réellement le méme
programme de destruction axonal, des études ont visé a suivre le pruning développemental

chez les modeéles surexprimant la protéine WId(s).

Hoopfer et al., démontrent ainsi que la surexpression de la protéine WId(s) n’empéche pas la
formation des cartes retinotopiques dans le colliculus supérieur, ni méme le développement
des projections de la couche 5 du néocortex vers les cibles majeures sous-corticales
contribuant & la maturation des aires visuelles et motrices chez la souris (Hoopfer ED et al.,
2006). De la méme facon la surexpression de la protéine WId(s) ne prévient pas du pruning
développemental des corps pédonculés chez la drosophile (Figure 30).

Pour écarter la possibilité que 1’absence d’effet ne soit liée au stade développemental, ils ont
cherché a savoir si WId(s) pouvait protéger de la DA induite par transsection au cours du
développement. Que ce soit la transsection des projections axonales issues des RGCs chez la
souris ou des axones issus des corps pédonculés chez la drosophile, la protéine WId(s) retarde
la DA (Hoopfer ED et al., 2006) écartant 1’hypothése que la perte de fonction de WId(S)

puisse étre imputable au stade développemental.
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Figure 30 : Le pruning des corps pédonculés n’est pas affecté par I’expression de la protéine WId(s). (A)
Schéma illustratif du pruning des corps pédonculés durant la métamorphose. Les neurones a 1’état larvaire ont
des branchages axonaux dorsaux (d), median (m) et des dendrites (c). 18h apres la métamorphose (APF), les
dendrites et les axones dégénérent ne laissant qu’un segment intact (p). (B et C), les neurones larvaires
présentent une topologie, similaire a celle décrite ci-dessus, qui évolue avec la perte des segments d et m (fléches
blanches) au stade 12h APF. (D et E) Les neurones exprimant la protéine WId(s) présentent également la perte
des segments d et m (fléches blanches) au stade 12h APF. La barre d’échelle représente 50um. (Hoopfer ED et
al., 2006)

Néanmoins, méme si WId(s) ne semble pas retarder du pruning développemental, il est
intéressant de noter que tout comme dans le scenario évoqué précédemment, I’UPS et le
récepteur Draper semblent étre impliqués. Ces résultats suggerent dans un premier temps que
la DW et le pruning développemental partagent un mécanisme moléculaire qui implique
I’UPS et la participation des cellules gliales via le récepteur Draper. Cependant, il existe une
différence fondamentale entre la DA induite dans un contexte pathologique et physiologique.
En effet, alors que WId(s) protége de la DA induite aprés transsection, elle n’affecte pas la DA
induite dans les deux paradigmes développementaux que j’ai décrits ci-dessus. Au vu de ces
résultats, il est proposé que la DW et le pruning développemental différent dans les premiéres
étapes conduisant a la DA (Hoopfer ED et al., 2006). Il est donc possible que les mécanismes
moléculaires mis en jeu lors de DA puissent dépendre de la nature de stress initial (DW
versus pruning). La nature du stress pourrait alors changer les modalités du méme programme

de destruction (Figure 31).
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Figure 31: La nature du stress conditionne les modalités du programme destructif. Comparaison des
processus impliqués au cours de la DW et du pruning développemental. (A) Schéma représentatif de la DA
durant le pruning developmental. (B) Schéma représentatif de la DA dans le paradigme de la DW. A noter que
I’étape finale, qui consiste a phagocyter les débrits cellulaires semble étre commune aux deux modeles proposés.
(Hoopfer DE et al., 2006)

111.2.1) Quel est le mécanisme moléculaire impliqué au cours du pruning
développemental ?

Le processus d’apoptose est le mécanisme destructeur par excellence. Impliqué dans la mort
cellulaire dans de nombreux paradigmes, il est possible que celui-ci soit aussi engageé lors du
processus de la DA au cours du pruning développemental.

Une facon de modéliser in vitro le pruning développemental est de réaliser une déprivation
locale en facteurs trophiques au niveau de portion distale de 1’axone. Plusieurs études
réalisées en chambre de Campenot sur des neurones Sympathiques, ont montré qu’une
déprivation en Neurotrophin Growth Factor (NGF) sur la portion distale de 1’axone induit une
DA. Dans ce paradigme, I’équipe de MC Raff a montré qu’une inhibition pharmacologique
des caspases ne ralentit pas la DA (Finn JT et al., 2000). Ces résultats en concordance avec
ceux obtenus apres transsection, confirment 1’idée qu’il existe un mécanisme destructif
spécifique a ’axone caspase indépendant (Finn JT et al., 2000). Toutefois, une récente étude
menée dans le méme paradigme a montré qu’une interférence génique pour la caspase 6

retarde de la DA (Nikolaev A et al., 2009). Ces données contradictoires ont par conséquent
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généré un débat quant a I’implication de la machinerie apoptotique dans la DA lors du

processus développemental.

Méme si la déprivation en NGF est couramment utilisée pour modéliser in vitro le pruning
développemental, il n’en reste pas moins un modele imparfait au vu d’études réalisées in vivo.
Deux études menées in vivo chez la drosophile, ont cherché a savoir si oui ou non les caspases
étaient impliquées dans 1’élimination de prolongements neuronaux au cours du
développement (Williams DW et al., 2006 ; Kuo CT et al., 2006). Dans une premiere étude,
la surexpression d’un dominant négatif pour la caspase initiatrice DRONC (homologue de la
caspase 9 chez les mammiféres) abolit 1’élimination de prolongements neuronaux lors du

pruning développemental (Kuo CT et al., 2006) (Figure 32).
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Figure 32: La caspase DRONC est impliquée dans I’élimination de D’arborisation dendritique de
neurones sensoriels au cours de la métamorphose, chez la drosophile. (A, B et D) Dans la condition contrdle
(wt), le pruning de 1’arborisation dendrique est complet au bout de 18h, a I’inverse des mutants pour la caspase

DRONC (DRONC® et DRONC™) (Kuo CT et al., 2006)

D’autre part, grace a la création d’une sonde (CD8::PARP::Venus), incluant le site de clivage
pour la caspase DRONC (composee de 40 acides aminés de PARP), ils observent que la
caspase DRONC active est localisée a I’intérieur du dendrite en cours de pruning (Williams
DW et al., 2006). Ceci suggére sa participation dans le processus du pruning
développemental. Dans une étude complémentaire, publiée simultanément, Kuo CT et al.,
proposent un modele selon lequel I’activation de la caspase initiatrice DRONC serait
gouvernée par I’UPS (Figure 33). En effet, apres avoir montré que les mutations affectant
I’activité de Ubal (une enzyme impliquée dans le systéme d’ubiquitinisation) et mov34 (un

composant de la machinerie du proteasome) pouvaient inhiber le pruning, ils ont ensuite
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investigué plus finement le réle joué par I’UPS dans le remodelage de I’arborisation
dendritique au cours du développement (Kuo CT et al., 2006). Aprés avoir identifié UbcD1
(une enzyme de conjugaison d’ubiquitine), ils découvrent que la surexpression d’un dominant
négatif pour UbcD1, inhibe le pruning. Cette enzyme nécessaire au bon fonctionnement du
proteasome semble donc impliquée lors du pruning developpemental. De plus, UbcD1 a été
décrite comme régulant la dégradation de la protéine anti-apoptotique DIAP1, connue pour
inhiber DRONC (Drosophila Inhibitor of Apoptosis Portien 1) (Ryoo HD et al., 2002 ; Wang
SL et al., 1999 ; Treier M et al., 1992). La dégradation de DIAP1 par le proteasome (UbcD1),
conduit a I’activation de DRONC (levée d’inhibition), qui participe a I’élimination de
I’arborisation dendritique des neurones C4da. Ils établissent donc un mécanisme dans lequel
I’UPS et les caspases participeraient conjointement dans le pruning développemental (Kuo
CT et al., 2006) (Figure 33).

C4da neuron during
metamorphosis
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Figure 33 : Schéma représentant la régulation du pruning developpemental des neurones C4da. Alors que
I’up-régulation de DIAP1 dans le noyau inhibe 1’apoptose dans le corps cellulaire, une activation locale des
caspases a lieu dans la dendrite. Précédemment, il a été montré que la mutation affectant ubal (ubiquitin
activation) et mov34 (proteasome machinery) inhibe le pruning dendritique. Ici, il est mis en évidence que le
pruning dendritique de neurones C4da est médié par I’UPS, a travers UbcD1 (une E2) qui participe a la
dégradation de DIAP1 (une E3) connue pour inhiber la caspase DRONC (Kuo CT et al., 2006).

Comme nous venons de le voir, le pruning développemental semble étre un mécanisme
caspases-dependant, a la différence de la DW. D’autre part, alors que la protéine WId(S)
protége de la DA aprés transsection, elle ne confére pas d’effet d’axono-protecteur au cours
du développement. Il semble alors que le mécanisme de la DA, induit apres transsection ou
lors du pruning, différent; méme si dans ces deux paradigmes le mécanisme moléculaire

semble étre li¢ a I’implication de ’'UPS.
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Enfin le fait que la protéine WId(s) confere un effet axono-protecteur, dans le cas ou 1’axone
en cours du développement subit une agression, semble indiquer que le mécanisme de la DA
dépend de la nature du stress. En d’autres termes, il est tout a fait possible qu’en fonction du
stress initial un changement de modalité du méme programme destructif ait lieu, comme 1’ont
proposé Yan T etal., (Yan T et al., 2010).

C/ La protéine WId(s) peut-elle protéger de la perte axonale dans un contexte de

Dying back ?

111.3 Quels sont les acteurs moléculaires susceptibles de participer a la DA durant le
Dying back ?

Apreés nous étre intéressés aux mécanismes moléculaires de la DA, dans les paradigmes de la
DW et du pruning développemental, nous pouvons nous demander lequel est mis en jeu au
cours du dying back. S’agit-il d’un mécanisme qui s’apparente plutdt a celui de la DW ou du

pruning développemental ?

111.3.1) La protéine WId(s) et la SLA

La Sclérose Latérale Amyotrophique ou Maladie de Charcot, se caractérise par la
dégénérescence des axones moteurs a I’origine d’une atrophie musculaire. C’est ce qui est

observé chez les modéles animaux SOD®%A

et pmn (pour proogressive motor neuropathy).
Cette DA qui prend part au niveau de la portion distale, pour ensuite se propager en direction

du soma, s’effectue selon le mode du « dying back » (Schmalbruch H et al., 1991).

De facon intéressante, la surexpression de la molécule anti-apoptotique Bcl 2 qui retarde la
mort des motoneurones chez les souris transgéniques pmn, ne protege pas de la DA et ne
diminue pas la durée de vie des souris (Sagot Y et al., 1995). Ceci suggere que la DA, plus
que la mort des neurones moteurs, est une cause primaire dans cette maladie (Sagot Y et al.,
1996).

De la méme fagon, on s’est demandé si la protéine WId(S) conférerait une action axono-
protectrice lors d’une pruning développemental, des études ont cherché a comprendre si
WId(s) pouvait protéger du Dying back. Pour cela, les souris pmn sont croisées avec les souris
transgéniques pour la proteine WId(s). Dans 1’étude menée par Ferri a et al., WId(s) atténue a

la fois la DA, la perte de motoneurones ainsi que le transport rétrograde diminué chez les
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souris pmn. Tout cela conduit a augmenter 1’espérance de vie des souris pmn (Ferri A et al.,
2003). Ces résultats valident aussi le fait que la DA soit une cause primaire, a I’origine de la
mort cellulaire. En empéchant 1’axone de fragmenter, on empéche du méme coup le corps
cellulaire de dégénérer. Il se pourrait donc, a la lecture de ces résultats, qu’il existe un
mécanisme similaire entre la DW et le Dying back. En s’appuyant sur 1I’¢tude de Sagot et al.,
dans laquelle il est démontré que la molécule anti apoptotique Bcl-2 agit spécifiquement sur la
survie du corps cellulaire sans affecter le devenir de 1’axone (Sagot Y et al., 1995), il

semblerait que ce mécanisme soit caspase-indépendant.

Toutefois, plus récemment, dans un contexte des neuropathies sensorielles, Courchesne S et
al., démontrent que les souris Bcl-w 7~ (un membre appartenant a la famille des molécules
anti-apoptotiques de type Bcl-2, localise dans la mitochondrie) présentent une dégénerescence
des fibres sensorielles selon le mode du « Dying back ». Cette dégénérescence semble
restreinte a 1’axone puisque ’intégrité des corps cellulaires n’est pas affectée (Courchesne S
et al., 2011). Ces résultats qui tendent a mettre en lumiére le role clef de cette protéine
mitochondriale anti-apoptotique (Bcl-w) dans la DA, semblent quelque peu remettre en
question la non implication du programme apoptotique dans les phénomenes de DA.

Récapitulatif : Dans les situations ou la protéine WId(s) confére une axono-protection, il
semble que ce mécanisme protecteur soit caspase-indépendant (comme c’est le cas dans la
DW). A l’inverse lorsque la protéine WId(S) ne protege pas de la DA, il semble que les

caspases puissent étre impliquées (comme c¢’est le cas lors du pruning développemental).

111.3.2) Qu’en est-il de la Maladie d’Alzheimer ?

Jusqu'a maintenant aucune étude n’a visé a surexprimer la protéine WId(s) dans des modéles
de souris Alzheimer. La majorité des études qui se sont intéressees a 1’effet toxicologique du
peptide A, ont montré que lorsque ce dernier est appliqué sur I’ensemble du neurone, il induit
une mort cellulaire par apoptose (Rohn TT, 2010 ; Rohn TT et al., 2008). Par conséquent,
le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) impliqué(s) dans la DA, dans ce contexte, ne sont pas
connus. Comme celui-ci peut étre localisé a différents endroits du neurone (soma axone ou
synapse), il est légitime de se demander si cela peut entrainer une activation locale de la

machinerie apoptotique.
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IV L’apoptose neuronale

A/ Un mécanisme destructeur local ; spécifique au corps cellulaire ?

C’est en 1972 qu’est employé, pour la premicere fois, le terme « apoptose » (d’apres les mots
grecs «apo » -apo- et « ptosiz» -ptosis signifiant respectivement « au loin » et « chute de
feuille ») par John Kerr, Andrew Wyllie et Alastair Curie (Kerr J et al., 1972), pour décrire le
phénomeéne de mort cellulaire programmée (Lockshin RA., 1969). En effet, dans un certain
nombre de situations, que ce soit au cours du développement, du renouvellement normal des
cellules ou a la suite d’agressions cellulaires, les cellules peuvent enclencher un processus

actif de suicide cellulaire (Levi Montalchini R et al., 1966).

IV.1 L’ apoptose, une mort génétiquement programmeée

Les premiers expériences dans lesquelles I’inhibition de la synthése d’ARN et de protéines
bloguent la mort cellulaire au cours de la métamorphose des amphibiens et des insectes (Tata
JR et al., 1996 ; Lockshin RA et al., 1969), ont fait naitre la notion d’une mort cellulaire
génétiqguement programmée. La découverte chez le nématode Caenorhabditis Elegans, de
génes nécessaires a la mort de certaines cellules (ced-3 ced-4) au cours du développement
apporta 1'une des premicres démonstrations de cette hypothese (Ellis HM et al., 1986).
L’approche génétique a en effet permis de montrer que les produits des génes ced-3 et ced-4
sont nécessaires au déroulement du processus de mort cellulaire tandis que le produit du géne
ced-9 est au contraire capable de le bloquer. Ced 3 est ’homologue d’une famille de génes de
protéase a cystéine, appelées caspases. La protéine Ced-4, dont I’homologue mammalien est
Apafl, lie et active la protéine Ced-3. La découverte des homologues mammaliens renforca
I’idée qu’il existe bel et bien un programme génétique intrinséque a chaque cellule, menant a

la mort cellulaire et conservé au cours de I’évolution.

Selon les critéres morphologiques, Clarke distinguait en 1990 trois principaux types de mort
cellulaire (Clarke PG et al., 1990) :

e la mort cellulaire de type I; I’Apoptose, la forme cellulaire la plus étudiée. Les
modifications morphologiques de cette mort ont été observées des 1885 par
I’anatomiste Allemand Walter Flemming. Les cellules dites « apoptotiques » perdent,

dans un premier temps tout contact avec les cellules environnantes. Ensuite,
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I’apoptose est caractérisée par des phénomeénes de pycnose (condensation
chromatinienne) et de caryorrhexis (fragmentation nucléaire) associées a la
fragmentation du cytoplasme. Les cellules « implosent » et produisent de petits corps
apoptotiques qui vont par la suite étre éliminés par des cellules phagocytaires. De
facon importante, il n’y a pas de rupture de la membrane plasmique, signifiant qu’il
n’y a aucun déversement du contenu cytoplasmique ou nucléair a I’extérieur de la

cellule.

la mort cellulaire de type Il ; L’autophagie, est aussi connue sous 1’expression « auto
cannibalisme cellulaire ». Ce processus cellulaire, finement régulé, permet a une
cellule de survivre lorsqu’elle est privée de nutriments ou soumise a différents stress.
Elle se caractérise par la séquestration d’une partie du cytoplasme et des organites
cellulaires dans des vacuoles a doubles membranes ou multi-membranes appelées
autophagosomes ou vacuoles autophagiques. La fusion entre ces autophagosomes et
les lysosomes va aboutir a la formation de vésicules particuliéres appelées
phogolysosomes au niveau desquels des hydrolases lysosomales (telles que les
cathepsines) peuvent initier 1’élimination d’organelles superflues, mutées ou
endommagées, ainsi que celle de protéines agrégées ou anormalement coformées.
Dans ce contexte cellulaire, I’élimination de mitochondries va définir le processus de
mitophagie, fréquemment associé a I’autophagie. L’autophagie représente une
stratégie d’adaptation de la cellule face une déprivation en nutriments ou une
diminution en métabolites. Dans ces conditions, 1’augmentation du catabolisme
permet aux cellules stressées de rendre « disponible » de I’ATP et des substrats
météboliques afin de subvenir a leurs besoins énergétiques. A la fin des années 2000,
il a été établi que 1’autophagie - initialement décrite comme une stratégie d’adaptation
des cellules face a un stress cellulaire afin d’éviter la mort- pouvait également
représenter une forme alternative de mort cellulaire, appelée mort cellulaire

autophagique (ou mort cellulaire de type I1).

La mort cellulaire de type Ill, la necrose a longtemps été utilise pour definir, par
défaut, un processus de mort cellulaire survenant de facon accidentelle et qui ne
présente pas les modifications morphologiques caractéristiques de 1’apoptose. Les
principales modifications morphologiques observées lors de la mort cellulaire par

nécrose, sont I’augmentation du volume cellulaire, un gonflement des organites et une
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perméabilité de la membrane plasmique. Ces phénomeénes contribuent a la rupture de
la membrane plasmique de ces cellules et a la libération de leurs contenus dans le

milieu extra cellulaire, ce qui déclenche une réaction inflammatoire.

Toutefois, méme s’il existe de claires différences entre ces trois processus de mort cellulaire,
des définitions exclusives de chacune d’entre elles sont difficiles a obtenir et sont
probablement artificielle car les frontiéres entre ces différentes formes de mort cellulaires sont
confuses. Il a par exemple été montré que des marqueurs apoptotiques et nécrotiques peuvent
étre présents de facon concomitante dans la méme cellule lors d’ischémie cérabrale (Unal-
Cevik I et al., 2004). De plus, un bon nombre d’études semble mettre en évidence que
I’apoptose pourrait étre relayée par d’autres voies non-apoptotiques telles que 1’autophagie ou
la nécrose, dans les situations ou 1’apoptose ne pourrait aller a son terme. Le shift entre
Apoptose et Nécrose, a d’ailleurs ammené Kroemer G, a proposer un nouveau mécanisme de
mort cellulaire appelé Necroptosis, une contraction entre Nécrose et Apoptose. L’apoptose est
pour ’ensemble des ces raisons, le processus de mort cellualire le mieux décrit et le mieux

connu.

1IV.2 Le déroulement général de I’apoptose

Jusqu’au milieu des années 1990, il était généralement admis, que les cellules recevant un
signal de mort ou subissant I’absence de signal de survie déclenchaient une mort
génétiquement programmeée associée a ’activation de genes spécifiques appelés également
« killer génes » (Ellis HM et al., 1986). Dans ce scenario, 1’apoptose était avant tout une
affaire nucléaire, de 1’expression génique a la dégradation finale de I’ADN. Au fur et a
mesure de I’avancée des connaissances, cette vision purement nucléo-centrique de 1’apoptose,
est devenue un processus plus global, impliquant de multiples étapes cytoplasmiques. Ce
nouvel éclairage signifie qu’il est possible d’étendre cette réflexion a 1’axone. Cette vision
moins focalisée sur le noyau, a permis d’identifier deux voies possibles conduisant a la mort
apoptotique d’une cellule ; la voie extrinséque (faisant intervenir les récepteurs de mort) et la
voie intrinséque (faisant intervenir la mitochondrie) (Mignotte B et al., 1998). Ces deux voies

ayant comme point commun ; I’activation de protéines spécifiques, les caspases.

IVV.2.1) Les caspases ; de I’initiation a I’exécution du programme apoptotique

La découverte par Ellis et Horvitz en 1986 chez le nématode Caenorhabditis Elegans, des
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genes ced-3, ced-4 et ced-9 impliqués dans la mort cellulaire, a permis d’ouvrir la porte a une

meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui gouvernent 1’apoptose (Ellis HM

et al., 1986) (Figure 34).

Cell survival

Cell death

Figure 34: CED-9 régule la localisation intracellulaire du complexe CED-4/CED-3. En conditions
normales, CED-9 (un homologue de la molécule anti-apoptotique Bcl-xI chez les mammiféres), interagit avec le
complexe CED-4 (un homologue de la molécule pro-apoptotique Apafl chez les mammiféres)/CED-3
(homologue de la molécule pro-apoptotique la pro caspase 3 chez les mammiféres), pour empécher
I’emballement de la machinerie apoptotique. La dissociation de CED-9 avec le complexe CED-4/CED-3, en
présence de bax (une molécule pro apoptotique) conduit a 1’activation de la machinerie apoptotique. (Mignotte B

etal., 1998)

Ce mécanisme de mort cellulaire est étroitement li¢ a 1’activation des caspases. Ces protéines
appartiennent a la famille de protéases a cystéine qui hydrolysent spécifiqguement les liaisons
peptidiques au niveau du carboxyle de résidu aspartyl, d’ou le nom de caspases (Cystein ASP
artate ProteASE) (Alnemri ES et al., 1996). Chacune des caspases est synthétisée sous la
forme d’un précurseur inactif appelé pro-caspase, qui est clivé au cours de I’apoptose pour
donner lieu a la forme active de la caspase (Jaspard E et al., 2011). L’analyse
cristallographique a révélé que la caspase activée est constituée d’un tétramere issu d’un
assemblage de deux heétero-dimeéres (Walker NPC et al., 1994 ; Wilson KP et al., 1994)
(Figure 35).

Cette famille de protéines se compose principalement de caspases dites initiatrices (les
caspases 2,8 ,9 et 10) qui sont les premiers acteurs de cette cascade, et celles dites effectrices

qui interviennent en bout de chaine (les caspases 3, 6, 7 et 14) (Budihardjo I et al., 1999).
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Figure 35 : Activation des caspases. Les caspases sont bio-synthétisées sous la forme de précurseurs inactifs
(ou zymogenes) : les pro-caspases. L’activation du zymogéne en caspase active, s’effectue par 2 coupures
protéolytiques successives. La caspase active est un tétramere qui se compose de deux domaines catalytiques
appelés grandes sous-unités ou p20 et de deux domaines catalytiques appelés petites sous-unites ou p10. (Jaspard
Eetal., 2011).

Il est par ailleurs intéressant de noter que des études menées sur des cultures primaires
d'hippocampe, ont révélé une localisation et une accumulation de la caspase 3 activée dans les
prolongements neuritiques, aprés stimulation par le glutamate (Mattson MP et al., 1998 ;
Mattson MP et al., 1998). D’autre part, des expériences menées sur des Synaptosomes
corticaux ont mis en évidence qu'une exposition a divers stress apoptotiques conduit a une
activation des caspases (Mattson MP et al., 1998). Cela signifie qu’il est dangereux de

restreindre le programme apoptotique au corps cellulaire.

Selon la nature du stimulus, les voies de 1’apoptose peuvent étre de deux sortes : la voie

intrinséque via la mitochondrie et la voie extrinseque via les récepteurs de mort.

IV.2.2) Lavoie intrinseque ; la mitochondrie

La voie intrinseque implique la pro-caspase 9 (Green DR et al., 2004). La pro-caspase 9 en se

liant & une protéine adaptatrice cytoplasmique, Apaf 1 (Apoptotic Protease Activating Factor
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1) dont I’activation est dépendante du cytochrome ¢, forme un complexe de mort cellulaire
appelé « apoptosome ». Ce complexe multi-protéiques permet le clivage de la pro-caspase 9,

qui devient alors active. Une fois activée, la caspase 9 peut recruter, la pro-caspase 3, et
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procéder au clivage de cette derniére, libérant la forme active de la caspase 3 (Kumar S et al.,
1994 ; Yuan J et al., 1993) (Figure 36).

Figure 36 : La voie intrinseque de I’apoptose. Dans la voie intrinséque impliquant la mitochondrie, la caspase
initiatrice activée est la caspase 9. Cette derniére forme un complexe de mort appelé « apoptosome » avec la
protéine adaptatrice cytoplasmique, Apaf 1 et le cytochrome c. La caspase 9 via son domaine d’interaction
CARD, recrute et clive la pro-caspase 3, la rendant ainsi active. D’autres protéines apoptogénes inter-
membranaires autres que le cytochrome c, telle SMAC/DIABLO sont libérées dans le cytosol. Celles-ci sont
capables de lever I’inhibition des caspases en neutralisant directement les XIAP. La perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe implique la formation de pores de transition de perméabilité (mPTP),
constitués de VDAC et de ANT. (Green DR et al., 2004)
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Le cytochrome ¢ n’est pas la seule protéine pro-apoptotique libérée par la mitochondrie au
cours de I’apoptose. On peut citer I’AIF (Apoptosis Iducing Factor), des pro-caspases, et
SMAC/DIABLO (Second Mitochondria Derived Activator of Caspase / Direct IAP Binding
with Low pl) (Kroemer G et al., 2007). Ces derniéres (SMAC/DIABLO) en neutralisant les
IAPs (inhibitory of Apoptosis Protein), qui comme leur nom I’indique représentent les
inhibiteurs d’apoptose, participent a I’emballement de la machinerie apoptotique (Chai J et
al., 2000; Liu Z et al., 2000; Du C et al., 2000).

La famille des IAPs qui se compose de huit homologues (XIAP, hILP2, c-1AP1, c-IAP2, ML-
IAP, NAIP, Survivin et Apollon) fut découverte en 1996 par Duckett (Duckett CS et al.,
1996). Ces protéines se composent pour la plupart de un a trois domaines BIR (Baculovirus
IAP repeats) (Takahashi R et al., 1998 ; Clem, RJ et al., 1994 ; Crook NE et al., 1993) et d’un
domaine RING a I’extrémité C-terminale. Le domaine BIR permet une liaison aux caspases
alors que le domaine RING, qui possede une activité de ligase E3 de 1’ubiquitine, permet la
dégradation du substrat via la voie du proteasome (Joazeiro CA et al 2000). Elles ont donc le
pouvoir d’inhiber 1’action de certaines caspases. A noter que les protéines mitochondriales

SMAC sont des inhibitrices des XIAP (Srinivasula SM et al., 2001).

Le relargage de molécules pro-apoptotiques par la mitochondrie est finement régulé par des
molécules appartenant a la famille des Bcl-2. Cette famille comporte a la fois des molécules
pro et anti-apoptotiques. Les molécules pro-apoptotiques également appelées « BH3 only »,
participent a la perméabilisation de la MME lors de I’apoptose. La protéine pro-apoptotique
Bax favorise 1’ouverture d’un canal mitochondrial appelé pore de transition de perméabilité
(mPTP), (Brenner C et al., 2000). L’ouverture du mPTP occasionne une entrée d’eau et de
solutés dans la matrice mitochondriale, une rupture de la MME et une dérégulation de
I’homéostasie mitochondriale (réduction du potentiel de membrane mitochondriale,
découplage de la chaine respiratoire et production de ROS tels que des anions superoxydes).
Ce pore est constitué de la sous-unité VDAC (pour Voltage Dependant Anion Channel), et
ANT (Adenosine Nuclear Transporter). L’ANT et le VDAC sont deux canaux situés
respectivement au niveau de la membrane interne et externe de la mitochondrie. D’autre part
les IAPs ne sont pas les seules molecules anti-apoptotiques, il en existe également dans la
famille des Bcl-2 (comme Bcl-w, Bcl-2, Bcl-xl). Ces dernieres interviennent au niveau de la
voie intrinséque de 1’apoptose en empéchant 1’ouverture du pore de transition de perméabilité
(mPTP) situé sur la mitochondrie (Cheng EH et al., 2001 ; Brenner C et al., 2000). Ainsi Bcl-
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xI stimulerait la fermeture du VDAC tandis que le tandem Bax/Bak promouvrait son
ouverture (Shimizu S et al., 1999) (Figure 37).
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Figure 37 : Régulation de ’ouverture du Pore de Transition mitochondriale (mPTP) par les protéines
appartenant a la famille des Bcl-2. (A) En absence de régulation par la famille des Bcl-2, VDAC fonctionne
normalement. (B) L’interaction entre Bax et VDAC conduit a la formation d’un canal hybride, qui permet le
relargage du cytochrome-c. (C) Bcl-xI peut physiquement interagir avec VDAC et conduire a la fermeture de ce
dernier via son domaine BH4. (Harris MH et al., 2000)

Tout comme les caspases, les molécules anti-apoptotiques de type Blc-2 et IAPs sont aussi
présentes dans les prolongements neuritiques (Pruning développemental) (Courchesne S et al.,
2011 ; Kuo CT et al., 2006). L’axone posséde donc tout 1’arsenal moléculaire nécessaire pour

induire ou réguler localement 1’apoptose. D’autre part, il a été montré dans le contexte de la
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DW, qu’une application de cyclosporine A (une molécule bloquant 1’ouverture du pore de
transition de perméabilité, et ainsi le relargage de cytochrome c¢) (Taskinen HS et al., 2000;
Sunio A et al., 1997) retarde la DA. Si on associe ces résultats avec ceux qui indiquent que la
Map kinase JNK, un régulateur clef dans I’apoptose située en amont de la mitochondrie, est
activée au cours de la DW (Xiong X et al., 2012 ; Miler RB et al., 2009), il est alors possible
de proposer un mécanisme de DA, selon lequel la voie intrinséque de 1’apoptose serait

impliquée.

IV.2.3) La voie extrinseque ; les récepteurs de mort

L’activation de la voie extrinséque nécessite, quant a elle I’intervention de récepteurs de mort
comme Fas et TNF-R présents eux aussi a la surface de I’axone (Nikolaev A et al., 2009). La
fixation de leur ligand Fas-L et TNFa induit 1’oligomérisation de ces récepteurs, le point de
départ d’une succession d’événements moléculaires conduisant au recrutement de protéines
adaptatrices cytoplasmiques (FADD pour Fas Associated Death Domain et/ou TRADD pour
TNF Receptor Associated Death Domain) qui vont a leur tour recruter les pro-caspases
initiatrices 8 et 10. Cet ensemble multi-protéiques impliquant ligands, récepteurs, protéines
adaptatrices et pro-caspases initiatrices porte le nom de DISC (Death Inducing Signaling
Complex). Il s’ensuit I’activation auto-catalytique des caspases initiatrices 8 et 10 qui
précipitent la cellule vers une mort inéluctable par le recrutement et 1’activation des caspases

effectrices 3, 6 ou 7 (Igney FH et al., 2002) (Figure 38).

D’aprés 1’étude menée par Nikoalev et al., une activation des récepteurs de mort a la surface
de I’axone entraine une DA caspase-dépendante dans un contexte de pruning
développemental (Nikoalev A et al., 2009). La encore, cela tend a démontrer que 1’axone, au

méme titre que le soma, peut enclencher localement la machinerie apoptotique.
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Figure 38 : La voie extrinséque de I’apoptose. L’activation de récepteur de mort entraine ’activation de la
pro-caspase 8. A noter que les voies extrinséque et intrinséque peuvent communiquer grace a BID (Igney FH et
al., 2002)

IV.3 La spacialisation de I’activation de la machinerie apoptotique.

Au vu de cela, il est peu probable qu’il existe une barriére physico-chimique entre le soma et
I’axone, expliquant que le programme apoptotique ne soit restreint qu’au soma, comme le
suggére Raff MC dans son modele (Raff MC et al., 2002). De plus, ’axone posseéde tout
I’arsenal apoptotique tels que les mitochondries, les caspases et les IAPS, ce qui signifie
qu’une activation locale des caspases est possible. Il est par ailleurs intéressant de noter que la
cellule privée de son noyau peut enclencher un programme de mort cellulaire programmée
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(Jacobson MD et al., 1994). De maniere un peu schématique, on peut comparer le cytoplasme
de la cellule énucléée a I’axone et se demander si 1’application de stress pro-apoptotiques
connus, ou de protéines agrégées comme le peptide amyloide, ne pourrait pas activer
localement la machinerie apoptotique au niveau distal et/ou synaptique. Il est alors possible
d’imaginer un scénario de type « effet domino », selon lequel, une activation de la machinerie
apoptotique au niveau du corps cellulaire, apres application du peptide amyloide, puisse se
propager telle une vague déferlant sur les ctes, dans 1’axone (Bhola PD et al., 2009 ; Lartigue
L et al., 2008). A I’inverse, étant donné que la perte axonale semble précéder la destruction
somatique dans bon nombre de pathologies, on peut aussi imaginer qu’une activation locale
des caspases dans 1’axone (si cela est possible) puisse se propager de facon rétrograde en

direction du corps cellulaire.

C’est dans ce contexte que je me suis intéressé aux conséquences de 1’engagement local de la
machinerie apoptotique (soma versus axone) sur I’ensemble du neurone. Toutefois, pour
aborder cette thématique, il était nécessaire de disposer de chambres de culture permettant la
compartimentalisation de neurones issus de SNC. C’est la raison pour laquelle, j’ai utilisé
pendant mes recherches, un nouveau systtme de culture primaire de neurones appelé

« microfluidique ».

V/ La microfluidique

Dans les modeles classiques de culture primaire de neurones, les agents stressants (le peptide
amyloide, ou tout autre agent d’intérét) sont introduits directement dans le milieu de culture
des cellules et entrent en contact avec I’ensemble de la population cellulaire. Si ces
méthodologies ont permis de décrire les voies de transductions associées a la mort neuronale,
elles ne permettent pas d’étudier les mécanismes mis en jeu lorsqu’un stress prend part sur
une portion limitée du neurone, comme cela peut étre le cas in vivo. Récemment la diffusion
des techniques dites « microfluidiques », largement utilisées par les physiciens et les analystes
dans un but de miniaturisation des systemes expérimentaux, a montré qu’il était envisageable
d’utiliser ces systémes en biologie cellulaire (Atencia J et al., 2005 ; Sia SK et al., 2003). Le
terme « microfluidique » fait référence aux propriétés d’écoulement laminaire des fluides a
I’échelle micrométrique. Cette technologie permet, lorsque les liquides sont perfusés dans des
enceintes de dimension micrométrique, de manipuler a la fois de trés faibles volumes de

liquides, tout en contrdlant trés précisément leur composition. Appliquée a la culture
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cellulaire cette technologie permet de concevoir des micro-chambres de cultures et de
contréler tres finement le microenvironnement cellulaire (Saadi W et al., 2007 ; Lin F et al.,
2004). 11 est donc possible d’étudier les cellules dans un environnement ayant une échelle
compatible avec leur propre taille et d’avoir accés a une portion limitée (région précise) du

neurone.

A/ Les apports de la microfluidique

V.1 La compartimentalisation de Neurone issus du SNC

Une des applications de cette micro-technologie a la neurobiologie cellulaire, permet de
séparer de maniére physique le corps cellulaire de ’axone, en polarisant la croissance de
I’axone dans des micro-canaux qui relient les deux chambres de culture. L’une «somatique »
dans laquelle sont ensemenceés les neurones et I’autre « distale » dans laquelle se trouvent les
axones (Paul D et al., 2011 ; Gross PG et al., 2007 ; Taylor AM et al., 2005 ; Tayor AM et al.,
2003) (Figure 39). Chacune des deux chambres est perfusée par deux réservoirs. Ces deux
chambres de culture sont inter-connectées par une série de microcanaux (Micro-channels)
(Figure 39).
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Somatic Micro-channels Distal

compartment compartment

Fig 39 : Compartimentalisation de Neurones en Grains de Cervelet (NGC) au sein de culture micro -

fluidique. (A) les chambres de culture d’une largeur de Imm pour 4mm de longueur sont interconnectées par

une série de microcanaux longs de 500um. Chacune des deux chambres est perfusée par deux puits. Les cellules

représentées par des cercles rouges sont ensemencées dans le compartiment dit somatique (somatic
compartment). (B) Sept jours aprés ensemencement, les neurones projettent leurs axones dans la chambre dite
distale (distal compartment). (Magnifico S)

Il est important de souligner que le soma des neurones d’un diamétre au moins égal a 10um
ne peut pas traverser les microcanaux d’une hauteur de 3um (Figure 40). En effet, les
microcanaux sont trop fins pour permettre au soma de passer d’une chambre a I’autre. A
contrario, les prolongements axonaux plus petits peuvent pénétrer et croitre dans les
microcanaux pour ensuite se projeter dans la chambre distale. Il est ainsi possible de polariser
la croissance de I’axone d’un compartiment vers 1’autre.

Microchannels

Cell Seeding »
Channels

Microchannel Guidance

Figure 40 : Intérét de la microfluidique. Seuls les prolongements neuronaux plus fins peuvent pénétrer dans la

série de microcanaux d’une hauteur de 3um (Taylor AM et al., 2005).
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A noter que quelques dendrites pénetrent dans la série de microcanaux. Cependant ils ne
dépassent jamais le premier tiers de la longueur des micro-canaux. Par conséquent, la

chambre distale n’est composée exclusivement que d’axones.

V.2 L’isolement fluidique entre les deux chambres de culture

En plus de pouvoir compartimenter les sous-parties d’un neurone (soma dendrite versus axone
synapse) issues du SNC, la microfluidique permet d’appliquer localement une drogue dans
chacune des deux chambres sans que celle-ci ne puisse diffuser vers 1’autre chambre non

traitée ou traitée par un autre traitement pharmacologique.

En effet, I’isolement fluidique qui permet cela, est rendu possible en jouant sur la différence
de pression hydrostatique entre les deux compartiments (Figure 41). Si I’on veut par exemple
éviter qu’une substance ne diffuse du compartiment distal vers le compartiment somatique, on
va mettre une légére surpression au niveau de la chambre somatique. Ainsi, la drogue
restreinte a la chambre distale ne diffusera pas dans la chambre somatique. Cette propriété
nous permet d’étudier les conséquences d’un stress localisé sur une portion limitée du
neurone, en I’occurrence sur la portion distale. On peut ainsi intervenir a I’aide de traitements
pharmacologiques du coté distal et/ou somatique et en étudier les conséquences sur

I’ensemble du neurone.
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Figure 41 : L’isolement fluidique. (En haut) Design d’une puce de microfluidique tel qu’il a été congu par
Jeon (Taylor AM et al., 2005). En noir, le compartiment somatique ou les neurones sont ensemencés. En jaune,
le compartiment distal vers lequel se dirigent les axones a travers les micro-canaux. (En bas) En mettant plus de
liquide dans le compartiment somatique (noir), on empéche du méme coup la diffusion de la molécule Y située

dans le compartiment distal vers le compartiment somatique (jaune). (Taylor AM et al., 2005).

B/ La microfluidique et la DA

En s’inspirant des travaux de Taylor AM sur la compartimentalisation fluidique de neurones

issus du SNC, j’ai pu apporter des éléments de réponse aux questions que j’ai déja posées ;

La DA observée dans la MA ou dans d’autres pathologies de type Dying back, est-elle la
conséquence d’une atteinte spécifique de 1’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un

dysfonctionnement au niveau du soma neuronal (neuropathie) ?

D’un point de vue moléculaire, la DA dans un contexte de Dying back, est-elle un processus
caspases-dependant comme lors du pruning développemental ou fait-elle intervenir d’autres
acteurs moléculaires tels que le métabolisme du NAD+ et les sirtuines, comme cela a été

suggeré dans la DW ?
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Matériel et Méthode : Focus sur la Microfluidique
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Micro-fabrication et lithographie.

La microfluidique fait partie des techniques de microfabrication molle ou plastique, utilisant
les principes de la photolithographie, qui consiste a fabriquer des structures dans lesquelles
une plaque photoréactive est exposée aux UV a travers un masque, puis traitée chimiquement
(Whitesides GM et al., 2001). La microtechnologie molle ou plastique fait reférence au type
de matériau utilisé ; un élastomere, le poly-diméthylsiloxane (PDMS), qui présente 1’avantage
de réduire le temps de fabrication d’un circuit a quelques heures et de permettre une diffusion
des gaz comme 1’oxygéne et le C0O2. Les modeles représentant les circuits de culture cellulaire
sont dessinés a 1’aide du programme QCAD, puis imprimés a une résolution de 20 000 dpi

pour former un masque d’exposition.

1. Principe de cette méthode :

Le substrat composé de verre ou de silicium est recouvert d’une résine photosensible (en
bleu). Un masque constitué¢ d’un dépot d’encre ou de chrome est placé au dessus de la résine.
Ce masque d’exposition est ensuite placé sur le trajet d’une source de rayonnement UV qui va
imprimer une couche de résine, SU8, photo-réactive sur le substrat composé de verre ou de
silicium. Il s’agit de I’étape dite « d’insolation ». Lors de la révélation, seul le motif démasqué

(en rouge) est conservé apres 1’étape de développement (Figure 42).
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Figure 42 : Principe de la lithographie. Au cours de I’étape d’insolation, un masque déposé sur une résine photo
réactive (en bleu) est insolé avec des rayons UV d’une longueur d’onde de 365 nm. Au cours de I’étape de

révélation, seules les régions démasquées (en rouge) vont étre conservées.

Pour la réalisation d’un dispositif microfluidique, il est nécessaire de renouveler par deux fois
cette routine. La premiére permet de créer les microcanaux tandis que la deuxiéme se destine

a produire les deux chambres (Figure 43).
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Figure 43 : Les différentes étapes de fabrication pour la réalisation d’un dispositif microfluidique. Aprés
la création des micro-canaux lors de la premiére étape (a et b), une deuxiéme couche de résine est désposee,

pour permettre la création des futures chambres « somatique » et « distale » (c et d).

La lithographie UV présente comme avantage, d’atteindre des résolutions de I’ordre du
micron, nécessaires pour réaliser les microcanaux (10 um de largeur pour 3 um de hauteur).
Ce « master » constitue une réplique en négatif du dispositif de culture, et servira par la suite
a genérer les puces en élastomeére. Cette réplique est réutilisable un grand nombre de fois.
Cette partie a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec 1’'unité « macromolécules et

microsystemes » basée a I’institut Curie.

Une fois le « master » obtenu, du PDMS est ensuite coulé sur le moule en résine afin d’en
reproduire les motifs. A partir d’un moule, de nombreuses reproductions en PDMS peuvent
étre fabriquées. L’empreinte de PDMS est ensuite détachée de la réplique, méticuleusement
nettoyée sous hotte a flux laminaire avec de 1’isopropanol, puis séchée. La piéce de PDMS et

une lamelle de verre (4 cm de diameétre, 150 pum d’épaisseur) sont traitées pendant 30
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secondes dans un générateur de plasma a oxygene (40% de puissance, 300 mTor, Diener). Le
plasma a oxygéne provoque une modification transitoire (< 30 min) de la surface du PDMS
(oxydation des groupements silanes par destruction des groupements méthyls et greffage de
groupements silanol) et du verre, ce qui permet d’établir une liaison covalente entre les deux
composés (Makamba H et al., 2003). Ceci est rendu possible grace au champ
¢lectromagnétique a I’intérieur du plasma suffisamment puissant pour arracher des électrons
aux matériaux. La surface traitée possede alors des électrons célibataires tres réactifs, qui
recréent spontanément des liaisons covalentes. Une fois le traitement effectue, il suffit de
mettre la lame de verre en contact avec la piece de PDMS pour que des liaisons covalentes

puissent se former entre ces deux matériaux.

D’autre part, le PDMS étant hydrophobe, il est nécessaire de le rendre hydrophile afin de
pouvoir perfuser chacune des chambres avec du milieu de culture, par exemple, ou tout
simplement pour ensemencer nos cellules. Justement, I’autre propriété du plasma est de rendre
hydrophiles les surfaces traitées pendant une période d’environ 10 minutes, apres quoi celles-
ci redeviennent hydrophobes par simple contact avec 1’air. Pour cela, de I’ozone est créée a
I’intérieur du plasma, ce qui a pour effet d’oxyder fortement les surfaces. Ainsi, les
groupements SiCH3 (hydrophobes) deviennent localement des groupements silanol Si-OH
(polaires). La surface du PDMS passe alors d’un état hydrophobe a un état hydrophile
(Makamba H et al., 2003).

C’est la raison pour laquelle, immédiatement aprés le lien covalent établi entre le PDMS et la
lamelle de verre, une solution de poly-D-lysine (X100) est introduite dans les puits. Aprés
réalisation, les puces microfluidiques sont placées dans des boites de Pétri puis stockées a 4°

C jusqu’a leur utilisation.

2. Adaptation a la biologie

Chaque « circuit » est composé de deux chambres de cultures indépendantes, 1’'une dite «
somatique » et I’autre « axonale », rectangulaires et fermées (4,5 mm de longueur, 1 mm de
largeur et 55 um de hauteur). Ces chambres sont séparées par 140 micro-canaux de 500 um de
longueur, 10 um de largeur et 3 um de hauteur. Par ailleurs, chaque chambre, dont le volume
interne est d’environ 300 nl, est reliée par ses extrémités a deux réservoirs de 4 mm de

diametre (60 ul de volume), ce qui permet de les perfuser indépendamment. Les cellules
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ensemencées, qui adherent a la lamelle de verre, poussent ainsi dans un environnement clos
accessible uniquement par les réservoirs situés aux extréemités des chambres. Le
renouvellement du milieu est assuré par 1’écoulement généré lors du remplissage des
réservoirs, et le « gazage » (oxygeéne et CO2) se fait au travers de 1’épaisseur du PDMS qui
est un polymeére poreux. Une puce de culture contient de 1 (début de mon stage) a 4 (fin de

mon stage) circuits indépendants.
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Article 1

1. Présentation de I’étude et de ses objectifs

Dans le contexte de maladie chronique telle que la Maladie d’Alzheimer (MA), la mort des
neurones par apoptose, consécutivement a 1’accumulation de peptide amyloide, est un
événement tardif dans le décours de la pathologie. Des études anatomo-pathologiques
récentes révelent que la destruction des neurones est précédée de phénoménes de pertes
synaptiques et de fragmentation axonale, dont I’apparition est corrélée avec la manifestation
des symptdmes cognitifs chez les patients (Lesne S et al., 2006 ; Yuan J et al., 2000).
L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue
progressivement, des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »). En raison
du phénotype tres polarisé des neurones, une question majeure se pose dans les processus
neurodégénératifs : la dégénérescence axonale (DA) est-elle la conséquence d’une atteinte
spécifique de I’axone (axonopathie) ou la manifestation d’un dysfonctionnement au niveau du

soma neuronal (neuronopathie) ?

La majorité des travaux visant a appréhender les mécanismes moléculaires de la DA, a été
menée dans le contexte de la dégénérescence Wallerienne (DW) ou I’axone dégénére
rapidement aprés axotomie. Cette dégénérescence s’effectue selon un processus actif ne
mobilisant pas les effecteurs apoptotiques (Lesne S et al., 2006) mais impliquant le
métabolisme d’enzymes régulant la production du NAD+ (Wirths O et al., 2007 ; Kamenetz F
at al, 2003). Néanmoins, bien que le paradigme de la DW soit souvent utilis¢ comme modele
de la DA, sa pertinence pour la compréhension des mécanismes impliqués dans les
dégénérescences chroniques du SNC est débattue. En effet, alors que dans la DW I’axone est
simplement sectionné, dans une pathologie comme la MA, ou les dépbts amyloides se font
progressivement et de maniére focale, 1’agression peut théoriquement prendre place aussi bien
au niveau pre-synaptique qu’au niveau dendritique et donner lieu a des modifications locales

de la transduction du signal.

C’est dans ce contexte que durant mon travail de these j’ai étudi¢ les conséquences d’un
engagement local (somatique et/ou axonal) du programme apoptotique et les conséquences de

la dispersion de ce signal sur I’intégrité¢ du neurone.
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Pour cela nous avons développé, en nous inspirant des travaux de Taylor (Coleman MP et al.,
2005), un dispositif de chambres de culture microfluidiques, permettant d’isoler
physiquement 1’axone de son corps cellulaire de neurones en culture primaire. Ce dispositif
nous permet alors d’étudier les réactions spécifiques de chacun des sous-compartiments
neuronaux (soma-dendrite vs axone-synapse) face a des modifications de leur environnement.
Nous pouvons grace a cette technique, appliquer un traitement pharmacologique sur une
portion limitée du neurone, par exemple sur le soma et en étudier les conséquences sur
I’ensemble du neurone, en 1’occurrence le soma et 1’axone (qui n’a pas regu de traitement

pharmacologique) (Figure 44).

Pro-apoptotic
Inducer

S

J

Somatic Distal
compartment compartment

Figure 44 : Intérét de la microfluidique En bleu foncé est représentée la chambre somatique ensemencée par
les neurones en grains du cervelet (NGC) et en bleu clair est représentée la chambre distale dans laquelle se
trouvent les axones. Dans cet exemple, un inducteur pro-apoptotique est appliqué spécifiqguement au niveau du
compartiment somato-dendritique. Gréce a I’isolement fluidique conféré par la microfluidique, nous pouvons
étudier les conséquences de ce traitement pharmacologique a la fois dans la zone de traitement (ici le
compartiment somato dendritique) mais aussi dans le compartiment distal qui n’a pas subi de traitement

pharmacologique (Magnifico S)

Gréace a cette technique, nous avons été capables dans un premier temps de déterminer les
modalités qui conduisent aux phénomenes de la DA (neuropathie versus axonopathie) et dans
un second temps de disséquer la mecanistique moléculaire qui sous-tend la DA. Ainsi, nous
avons pu mettre en évidence, pour la premiére fois, que le métabolisme du NAD+ impliqué
dans la DW ou le programme apoptotique impliqué au cours du pruning développemental

pouvaient étre ou non impliqués dans un contexte du Dying back.
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Abstract

In chronic degenerative syndromes, neuronal death occurs over long periods of time,
during which cells progressively lose their axons and ultimately their cell bodies.
Although apoptosis is recognized as a key mechanism in neuronal death, the
molecular mechanisms involved in CNS neuron axonal degeneration are poorly
understood. Due to their highly polarized phenotypes different neuronal sub-
compartments are likely to be targeted by small repetitive and localized aggression.
Therefore, locally initiated deleterious signal transduction pathways could
theoretically spread through the cytoplasm. Importantly, where axon-degenerative
signals initiate, what these early signals are, and how they lead to axon degeneration
are unanswered questions that limit our understanding of neurodegenerative
diseases and our ability to identify novel therapeutic targets. In order to identify
molecular pathways involved in axonal degeneration of differentiated neurons, here,
using primary neurons cultured in  microfluidic devices allowing the
compartmentalization of axons and cell bodies, we shows that local application of
pro-apotpotic stimuli on the somato-dentritic compartments triggers a dying back
pattern involving caspase dependent axonal degeneration. Using complementary
pharmacological and genetic approaches we further demonstrates that NAD+ and
grapewine polyphenols, strongly impairs axonal apoptosis and acts via mitochondrial

SirT3 activation in axons.
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Introduction

Axonal and synaptic degeneration are key events in peripheral neuropathies and
CNS neurodegenerative syndromes. In chronic neurodegenerative diseases [e.g.,
Alzheimer's disease (AD), Parkinson’s disease (PD)], axonal degeneration proceeds
through a protracted dying-back pattern in which dysfunction of nerve terminals
precedes neuronal cell body destruction. These events affect synaptic function and
neuronal connectivity and may underlie early cognitive symptoms in patients with
neurodegenerative diseases (1, 2). In these late-onset diseases, apoptosis is
recognized as an important mechanism mediating neuronal death (3), but the
molecular pathways involved in the early steps of axonal degeneration in the CNS
remain largely unknown (for review see (4, 5)). WId(s) chimeric protein and, more
generally, NAD+-producing enzymes such as NMNAT or NamPT have been shown
to promote a strong axo-protective effect after both axotomy and axonal pruning. One
important question in the study of neurodegenerative syndromes is whether the
dying-back process is primarily initiated in cell bodies or in axons. Indeed, due to
their highly branched phenotype, neurons that project axons over long distances are
likely to suffer local and repetitive injuries that may damage only parts of the cell,
thus initiating abnormal signal transduction at the sub cellular level. Although it has
long been proposed that axonal degeneration occurs independently of caspase
activation during peripheral nerve axotomy (6), recent studies have challenged this
notion and mounting evidence indicates that caspases are involved in developmental
pruning of dendritic and axonal terminals (7, 8). Interestingly recent studies have

shown that NAD+ and caspase signaling pathways may cooperate during axonal
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pruning related degeneration (9-11). These observations suggest that modalities of
axonal degeneration may vary according to the initial insult and/or developmental
stage of the neurons and raises the question whether focal aggressions such as local
oxidative burst or local production of pro-apoptotic components may trigger apoptotic
dependent axonal degeneration and its relationship with NAD+ signaling. Importantly,
the molecular targets mediating the axo-protective effects of NAD+ are elusive.
Although both nuclear SirT1 and cytoplasmic SirT2 have been proposed to partially
mediate the effect of NAD+ upon axotomy, recent evidence has shown that
NMNAT3, a mitochondrial NAD+ producing enzyme and targeted expression of
WId(s) and NMNAT1 in mitochondria pheno-copied the effect of nuclear WId(S) (12-
14). This suggests that NAD+ mediates its axo-protective effect at the mitochondrial
level. Mitochondrial sirtuins which are known to impact mitochondrial bio-energetics
and oxidative stress are attractive candidate, yet their role in axonal degeneration is
unknown. Here, using microfluidic cell culture chambers allowing
compartmentalization of axon terminals and cell bodies (15, 16), we describe the
consequences of local activation of pro-apoptotic pathways on axonal fate. Using
well characterized inducers of apoptosis, we demonstrate that while nerve endings
are partially resistant to axonal insults, somatic induced dysfunction impairs axonal
mitochondrial dynamic and activates axonal caspase 6 and 9 activation resulting in
axonal degeneration. Axonal NAD" or polyphenol application prevents mitochondrial
fission and further axonal degeneration, revealing that apoptotic and NAD+ pathways
cooperate in controlling axonal degeneration in CNS neurons by modulating
mitochondrial dynamic. Finally we show that NAD+ together with polyphenols, act
through mitochondrial SirT3 activation in axons to prevent both caspase induced

axonal degeneration and axotomy.
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Results

Axons are protected from axonally applied pro-apoptotic stimuli.

Microfluidic chips have been previously shown to allow excellent fluidic isolation of
the somato-dentritic and axonal compartments of CNS cortical (15) and cerebellar
neurons (16). Cerebellar granule neurons (CGN) seeded in two-compartment
microfluidic devices projected axons from the somato-dendritic compartment through
the filtering micro-channels to the distal compartment (Fig. 1A). The microfluidic chips
allowed us to apply a pro-apoptotic stimulus to one pole of the cultured CGN neurons
and to assess the effects at the other (non-treated) pole. Surprisingly, although
staurosporine (STS) is known to activate the latent pro-apoptotic machinery in
enucleated cells (17) and triggers widespread neuronal and axonal degeneration
once applied at 1uM (Fig S1 A), stimulation of the axonal compartment with up to 5
MM STS did not modify axonal health or microtubule integrity, as assessed by beta3-
tubulin staining (Fig. 1B and E). Co-treatment of CGN axons with STS (1uM) and the
antennapedia-Bak (ant-Bak) peptide (20uM), a cell-permeable fusion peptide
containing the Bcl2 homology 3 (BH3) domain that sensitizes cells to pro-apoptotic
stimuli by facilitating cytochrome-c release from mitochondria (18, 19) triggered
marked axonal mitochondrial fission and cytochrome-c release (Fig. 1B, C and D).
This was associated with pronounced axonal degeneration (Fig. 1E), indicating that
mitochondrial priming is an important step in axonal degeneration. While targeting of
somato-dentritic mitochondria with rotenone, a potent inhibitor of mitochondrial
respiratory complex I, led to a rapid and complete destruction of both somato-
dendritic and axonal compartments; conversely, axonal treatment with up to 5uM
rotenone did not induce axonal fragmentation (Fig 1F). Local glycolitic impairment by

lowering glucose levels (4,5 g/L to 1 g/L) enhanced rotenone activity and led to
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caspase dependent axonal degeneration (Fig. 1 F, G and H). Finally application of
10pM of PAC1, a direct pro-caspase activator, triggered axonal damage that was
reversed by 50uM z-VAD-fmk further evidencing that caspase activation in axons
dismantle axonal shaft (Fig. 1H). Taken together, our data suggest that although
axons appear to be protected against axonal application of pro-apoptotic stimuli,
simultaneous perturbation of axonal mitochondrial function by targeting either the
respiratory chain or membrane permeability led to rapid axonal destruction by local

activation of axonal caspases.

Somato-dendritic application of pro-apoptotic molecules induces a dying-back

pattern.

Lack of depolarization caused by deafferentiation triggers CGN apoptosis, a
phenomenon mimicked ex vivo by lowering potassium and serum concentrations in
the cell culture medium (20, 21). KCI depletion in the somato-dendritic compartment
triggered complete axonal degeneration within 24 hours, in the absence of any
somato-dendritic abnormality (Fig. 2A), evidencing that axonal degeneration
precedes somatic dysfunction and that somato-dendritic stimulation of apoptosis, is

sufficient to recapitulate dying-back pattern.

Mitochondria are known to control the amplification of pro-apoptotic signals, and
alterations in their fusion/fission dynamics are associated with the early steps of
apoptosis (22). Immuno-cytochemical analysis of axonal mitochondrial integrity
showed that 16 hours after somato-dendritic KCI depletion, mitochondria in the distal
axons were markedly fragmented (Fig. 2B). In order to assess whether axonal

caspases patrticipated in the axonal degeneration induced by somato-dendritic KCI
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depletion, we added the pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk or selective inhibitors of
caspases 3, 6, or 9 to the axonal compartment. Axonal z-VAD-fmk partially protected
axons from the degeneration induced by somato-dendritic KCI removal (Figures 2C
and E) and axonal pretreatment with selective caspase inhibitors implicated
caspases 9 and 6 but not caspase 3 (Fig. 2D). The JNK signal transduction pathway
is known to be an early mediator of apoptotic cell death, yet its local role in axons is
unclear. The activated form of INK (phospho-JNK) was detected in the distal part of
axons four hours after challenging the somato-dendritic compartment with KCI-
depleted medium, though JNK activation and was undetectable after 16 hours of
treatment (Fig. 2F). Interestingly, while JNK activation peaked before mitochondrial
fission, activated JNK co-localized with mitochondria in axons (Figure 2H). Both
mitochondrial fission and axonal degeneration were prevented by 50uM SP600125
(Fig. 2E and G), implicating both activation of JNK and mitochondrial fission as
critical effectors of distal axonal degeneration. In order to assess whether the
sequence of events leading to axonal destruction by caspase activation was specific
to KCI deprivation or due to a more common process involved after local initiation of
apoptosis, we used STS as another insult. Somato-dendritic application of 1uM of
staurosporine triggered a pronounced somatic destruction associated with early
axonal degeneration (Fig. S1 A and B). Time-course analysis revealed that axonal
loss began before somatic destruction, as evidenced by a loss of actin-rich filipodias
eight hours after stress, followed by axonal blebbing and tubulin breakdown after 24
hours. Interestingly the degenerative process in axons was similar to that observed
after KCI withdrawal (i.e. characterized by early JNK activation followed by local

activation of the pro-apoptotic intrinsic pathway in axons). (Fig. S1 C and G), thus
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demonstrating that pro-apoptotic stimuli applied exclusively on cell bodies leads to

early axonal apoptosis.

NAD* acts on mitochondrial respiratory complex-l, preventing local

mitochondrial fission and subsequent axonal caspase activation.

NAD+ has been shown to promote strong axo-protective effect in Wallerian
Degeneration. We therefore assessed whether axonal NAD" pretreatment delayed
CGN axonal degeneration following somatic initiation of apoptosis. NAD" markedly
protected axons from the effects of somato-dendritic KCI removal (Figures 3A and B)
or STS (Fig S1 H-lI) and mitochondrial fission (Fig 3C). In order to confirm the
protective effect of NAD" on mitochondria, we addressed whether NAD" pretreatment
prevented the effects of molecules that impair mitochondrial energy production.
Axonal NAD" prevented the degeneration of CGN axons induced by axonal
application of rotenone (5uM) under low-glucose conditions, but it did not reverse the
axonal toxicity of oligomycin (1uM) (Fig. 3D). These observations indicate that NAD"
likely acts on mitochondrial respiratory complex I, upstream of ATP synthase (the

molecular target of oligomycin).

NAD+ and polyphenols partially mediates their axo-protective effect via SirT3

activation

NAD+ is a known co-activator of the Sirtp2 family. We thus tested whether axonal
NAD+ effects could involves local sirtuin activation. Sirtinol (50uM) a potent non

selective sirtuin inhibitor reverted NAD+ axo-protective effects in our paradigm (Fig.
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4A). Conversely polyphenol are indirect activators of endogenous sirtuins (23). We
thus tested whether axonal Resveratrol or Piceatannol, (a Resveratrol analog), could
impede axonal degeneration via a sirtuin-dependent mechanism. Resveratrol and
Piceatannol each impaired KCI| removal induced axonal degeneration. These effects
were reversed by the application of FK-866 an NamPT inhibitor, and Sirtinol, but not
by the selective Sirt inhibitors EX527 (Sirtl) or AGK2 (Sirt2) (Fig. 4B and C).
Together with our previous observation that NAD+ acts locally at the mitochondrial
level this result suggest that mitochondrial sirtuin mediates the axoprotective effect of
NAD+. Among mitochondrial sirtuins, SirT3 has been previously shown to de-
acetylate key mitochondrial proteins involved in redox signaling. We thus tested the
effect of SirT3 overexpression in KCI induced dying back and in the CGN axotomy
experimental paradigm. As previously reported (24), overexpression of the mouse
SirT3 long isoform in CGN led to a specific mitochondrial expression of the protein
and had no effect on spontaneous cell survival and axonal degeneration rates (Fig.
4D). Overexpression of murine SirT3 led to a slight but significant axonal protection
after KCl-induced dying back (Fig 4 E and F). Strikingly, although axonal NAD+
exerts its axo protective effects only after a 24-hour pretreatment, co-application of
NAD+ at the time of stress significantly potentiated the effect of SirT3 mediated
axonal protection after somatic KCI removal (Fig 4E and F). In a previous study, we
developed a microfluidic chip allowing axotomy of primary cortical neurons (25).
When using a similar experimental paradigm, axotomy of CGN neurons triggered a
fast Wallerian-like degeneration process that was insensitive to axonal application of
z-VAD-fmk or SP600125; however, the degeneration was delayed by pretreatment of
the axons with 5mM NAD" (Fig. S2 A and B). Over-expression of mSirT3 triggered a

slight but statistically significant protection against wallerian degeneration, an effect
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potentiated by co-application of NAD+ at the time of axonal severing (Fig. S2C and
D). Taken together our results show that mitochondrial SirT3 are key player in
mediating the axo-protective effects of NAD+ during both neurodegenerative related

dying back processes and axotomy.
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Discussion

Apoptosis is generally accepted to be a key event triggering neuronal death in late-
onset neurodegenerative diseases (3). However, the molecular mechanisms involved
in disease related axonal degeneration in the CNS remain largely unknown (4, 6).
Given that the execution phase of apoptosis can be triggered in enucleated cells (17)
and that axons are cytoplasmic extensions containing key pro-apoptotic effectors (26,
27), we hypothesized that local apoptotic signaling could be initiated in neurons after
focal injuries known to initiate pro-apoptotic signaling. Taking advantage of
microfluidic systems allowing independent treatment of neuronal soma or axons, we
show here that local somato-dentritic initiation of apoptosis leads to a rapid axonal
degeneration involving axonal intrinsic pathway activation. On the other hand, direct
axonal caspase activation did not lead to axonal degeneration, suggesting that axons
seem to be protected from such local insults. However, when sensitized by
mitochondrial priming and fission, axons become vulnerable to pro-apoptotic
inducers. We further demonstrate that NAD+ pathways control vulnerability to axonal

apoptosis and act though a Sirt3-dependent mechanism.
Involvement of the apoptotic cascade in axonal degeneration.

Insights into the molecular and cellular mechanisms involved in axonal degeneration
have come from axotomy and developmental nerve terminal pruning paradigms,
situations which differs markedly from chronic degeneration induced in fully
differentiated neurons. Studies of the WId(s) mutant mouse, which displays delayed
axonal degeneration after acute axotomy (28), revealed that Wallerian degeneration
is an active process dependent on calpain activity and NAD" biosynthesis (28-30)

and independent of Bcl2 signaling or caspase activation (31, 32). This finding led to
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the proposal that while somatic destruction involves apoptotic signaling, axons may
degenerate trough caspase independent processes (6). However, studies using
different experimental paradigms have shown that local caspase activation is
involved in controlling developmental dendritic pruning in Drosophila (7, 33) and
developmental axonal degeneration (8). In agreement with the literature, in our
microfluidic chips, CGN axotomy-triggered axonal degeneration was not reduced by
caspase subtype selective inhibitors, but was prevented by NAD" treatment. On the
contrary, we consistently found that axonal inhibition of caspases 6 and 9
significantly reduced axonal degeneration after local initiation of signaling cascades
known to trigger neuronal apoptosis. Our data imply that both the nature and the
location of the initial insults dictate the molecular pathways involved in axonal
degeneration and clearly indicate that pro-apoptotic pathways, once activated, are
detrimental to axons. Interestingly, the activated form of JNK was the earliest
mediator engaged in the distal part of the axons upon somato-dendritic initiation of
apoptosis. Although JNK signaling in axons has been associated with axonal
outgrowth in immature neurons (34), it was shown to delay axonal destruction upon
axotomy (35). Our results further extend these observations by providing evidence
that, upon local apoptotic induction, axonal JNK activation is deleterious and controls
local mitochondrial fission and subsequent mitochondrial transition pore opening and
caspase activation. Although the exact mechanisms by which JNK controls
mitochondrial fission remain to be established, studies performed on cell lines have
proposed that activated JNK can associate with mitochondrial membrane proteins
and induce transition pore opening (36-38). One associated hypothesis is that JNK
controls the phosphorylation state of fusion/fission-related proteins, thereby directly

modulating mitochondrial dynamics.
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Involvement of a NAD+ and Sirtuin-3 dependent mechanism in apoptotic

axonal degeneration

NAD+ and more generally NAD+ producing pathways have long been shown to
impair Wallerian degeneration processes (39-41). However, the role of NAD+
signaling pathways in chronic degeneration of differentiated neurons is obscure. Our
results showing that axonal NAD+ application prevented mitochondrial fission and
subsequent apoptosome activation in axons strongly suggest that Wallerian
degeneration and protracted dying-back trigger different modalities of the same
destructive program, and that NAD'-associated signaling pathways controls
neurodegenerative related dying-back processes by mitigating mitochondrial insults
in axons. Interestingly, mitochondria and NAD'-dependent pathways were recently
proposed to cooperate in controlling the developmental axonal pruning triggered by
axonal NGF withdrawal (11). Our data further extend these observations to
neurodegenerative insults and suggest that NAD+ acts at the mitochondrial level to
protect axons, presumably via a modification of the redox status. Initially, both WId(s)
and NMNAT1 where proposed to mediates their effects trough nuclear SirT1
activation via NAD+ production. In our paradigm, the marked axon-protective effect of
NAD" was not likely to be mediated by nuclear signaling because both axonal NAD*
or resveratrol application prevents the axonal degeneration and mitochondrial
fragmentation induced by somato-dendritic KCI deprivation and axotomy.
Accordingly, a recent study showed that over-expression of NMNAT3, an NAD+-
producing enzyme, in the mitochondrial matrix increased axonal resistance to
axotomy, suggesting that NMNAT-dependent axonal protection involves modulation
of mitochondrial function modulation (42). Taken together, these results strongly
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suggest that during axonal degeneration, NAD+ downstream effectors lie at the
mitochondrial level. Sirtuins are NAD*-dependent deacetylases that counteract
aged-related diseases phenomena. Although most investigators have focused on
SirT1 signaling, recent findings have shown that non nuclear sirtuins exerts strong
cytoprotective and anti-ageing properties. A large number of mitochondrial proteins
implicated in the aging process are acetylated (43), and SirT3, but not SirT4 and
SirT5, deacetylate a substantial proportion of mitochondrial proteins (44).
Nevertheless, the role of SirT3 in neuronal responses to stress is not known and
contrasting results have been obtained from SirT3 over-expression in neurons (45,
46). Our results clearly indicate that mitochondrial SirT3 impedes both dying back-
related axonal degeneration and Wallerian degeneration by mediating the axo-
protective effect of NAD+ and grape wine polyphenols. These results are in
agreement with studies showing that SirT3 is involved in oxidative stress responses
in cancer cells by de-acetylating key anti-oxidant proteins (44, 47, 48). Recent results
showed that SirT3 controlled both ATP production by deacetylating respiratory chain
complex-1 (49) and mPTP opening by regulating cyclophilinD activity (50) It is
therefore tempting to propose that SirT3, in conjunction with NAD+ producing
enzymes mediates its axo-protective action by controlling both axonal ATP levels and
by decreasing the probability of mitochondrial cytochrome-c release in axons, thus
decreasing axonal apoptotic activation. Moreover, beyond its anti-oxidant properties,
SirT3 controls metabolic adaptation during energy limitation, a process that has been
proposed to stem from axotomy-induced Wallerian degeneration, and neuronal
potassium deprivation. Our results showing that SirT3-mediated axo-protective
effects where significantly increased after NAD+ co-activation suggest that axonal

degeneration proceeds through several converging steps involving oxidative
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damages and energy depletion. In line with that notion, NMNAT2, a cytosolic NAD*-
producing enzyme, has been shown to be transported in an anterograde manner
from cell somas to distal axons in peripheral neurons and to confer constitutive
axonal protection (51). It is therefore conceivable that in addition to triggering the
propagation of degenerative signals in axons, somatic induction of apoptosis leads to
a decreased axonal transport of the NAD"-producing enzyme, thus rendering axons

sensitive to degeneration.

Axonal degeneration is an early process involved in all neurodegenerative
syndromes. Our results enlighten the fact that local pro-apoptotic signaling leads to
the spread of apoptotic signals in unchallenged parts of the neuron and identify,
mitochondrial dynamic as a central gatekeeper in controlling axonal vulnerability to
local deleterious signals. Moreover our results showing that the axo-protective effects
of NAD+ are mediated by mitochondrial SirT3 activation may opens new therapeutic

avenues aimed at designing selective axo-protective drugs.
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Materials and Methods

Microfluidic chip production

Using photolithography, we patterned two layers of negative photo-resist SU-8 on a
silicon wafer as previously described in more details (25). The resulting master has a
complementary positive relief pattern of the cell culture compartment and micro-
channels. This master was used to produce several culture chambers using
polydimethylsiloxan (Sylgard 184, PDMS). PDMS was mixed with curing agent (9:1
ratio) and desiccated under vacuum. The resulting preparation was poured onto a
resin replicate SU-8 and reticulated at 70°C for 2 hours. The elastomeric polymer
print was detached and reservoirs were created using a biopsy puncher. The
resulting piece was cleaned with isopropanol and air dried. The polymer print and a
glass cover slip were treated for 1 minute in an air plasma generator (40% of power,
300mTor, Diener) and bonded together. Chips were placed under UV for 15 minutes
for sterilization, before being coated with a solution of poly-D-lysine (10 pg/ml,

Sigma—Aldrich) overnight and washed with phosphate-buffered saline (PBS).

Primary neuronal cultures and treatments

All animals in this study were ethically maintained and used in compliance with the
European Policy on Ethics. Primary cultures enriched in cerebellar granule neurons
(CGN) were obtained from cerebella of 4-5 day-old Swiss mice (Janvier, France). All
steps of dissection were done in PBS (without CaCl, and MgCl,) + 0.1% glucose
(Merck). Dissected structures were digested with trypsin 0.05% EDTA (Invitrogen) for
10 min at room temperature and mechanically dissociated with a Pasteur pipette.

After several PBS rinses, cells were re-suspended in DMEM (Invitrogen) at a final
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density of 40 to 50 million cells/mL. Cell suspensions were then seeded in the
somatic compartment by introducing 2 pl of the cell suspension in the upper
reservoir: the cells flow into the chamber and adhere to the substrate within 1-2
minutes. Cell culture medium was then added in equal amounts (40 pul) in the four
reservoirs. Cortical neurons were grown in DMEM glutamax (Invitrogen) +
streptomycin/penicillin (Invitrogen) + 10% FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27
supplement without antioxydant (Invitrogen). Granular neurons were grown in DMEM
glutamax (Invitrogen) + streptomycin/penicillin + FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27
supplement w/o antioxydant (Invitrogen) + 20mM KCI (Sigma). Microfluidic chips
were placed in Petri dishes containing water in order to prevent evaporation of the
culture medium and placed in a 5% CO2 and 37°C incubator. Culture medium was
renewed every 4 days. For transfection experiments, 3.10° freshly dissociated CGN
were electroporated with 15ug of pEGFPN1 plasmid (Clontech) and/or 15ug of
flagged mouse SirT3 long isoform encoding plasmid (gift from M Sack, USA), using a

microporator (Invitrogen) according to the manufacturer recommendation.

Axotomy.

For specific experiments involving axotomy of the central parts of the axons, cortical
or cerebellar neurons were grown in a tri-compartmental microfluidic neuron culture
device as previously described (25). Briefly, the two culture chambers (somatic and
axonal) are separated by a narrower (50um) central chamber, which intersects the
micro-channels. The total length (including the central chamber) between the somatic
and axonal chambers becomes 500um. Both cortical and cerebellar neurons were
seeded in the somatic chamber and grown as described above in the 2-compartment

microfluidic device. After 3 to 4 days, axons exiting from the first array of micro-
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channels grow through this central chamber and enter the second array of the micro-
channels to reach the distal chamber 6 days after plating. For axotomy experiments,
10 days after seeding: the cell culture medium was removed from the two reservoirs
of the central chambers and 15 pl of a 0.1% triton solution is introduced in the upper
reservoir of the central chambers; keeping the two somatic and axonal chamber
over-pressurized with 40ul of cell culture medium creates an immediate flow focused
on the medial part of the axons, which are severed by the triton solution. The central
chamber was then washed three times with medium, the reservoirs refilled with
medium and the devices returned to the incubator. For control experiments, a sham
cell culture medium containing no triton was applied to the axons. Wallerian

degeneration of the severed axons was then monitored at various time post-axotomy.

Pharmacological treatment

Prior to the different pharmacological or disruptive treatments, granular and cortical
neuronal cells grown for 10 days in the microfluidic device were examined by phase
contrast microscopy in order to select acceptable cultures based on 3 criteria.
Cultures presenting a somatic cell death above 10%, or less than 80% of micro-
channels containing axons less than 600 ym long, or axons with blebs were
discarded. Before pharmacological treatment, the cell culture media was completely
replaced. In order to ensure fluidic isolation, a hydrostatic pressure difference was
generated by over-pressurizing the non-treated chamber as previously described (15,
25). In cases in which both somatic and distal treatments were performed, 3-
compartment chambers were used. While keeping both the somatic and the axonal

chamber under the same hydrostatic pressure and the central chamber slightly
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under-pressurized, the central channel acts as a pressure drop ensuring good fluidic
isolation of both distal chambers (25). Therefore, pharmacological compounds
applied in the somatic compartment cannot diffuse into the distal compartment or
vice versa. The following compounds were used: 50 nM to 5uM Staurosporine
(Sigma) 20puM Ant-BAK BH3 peptide (Santa Cruz), 50 nM to 5 puM Rotenone
(Sigma), 1 pM Oligomycin (Sigma), 5 mM NAD+ (Sigma), 50uM z-VAD-fmk (RD
systems), 50uM z-VEID (RD systems), 50uM DEVD (RD systems), 50 uM z-LEDH
(RD systems), 50 uM SP 600125 (Sigma), EX527 (Sigma), AGK2 (Sigma), Sirtinol
(Sigma), FK866 (Santa Cruz), Resveratrol (Calbiochem), Piceatanol (Calbiochem).
The pharmacological inhibitors were added 3 hours prior inducing stress or unless

stated otherwise in the case of NAD+ and resveratrol, 24 hours prior treatment.

Immunocytochemistry

Immuno-staining was performed directly in microfluidic chambers, by applying
reagents to the various compartments. Neurons were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS (Sigma) for 20 minutes at room temperature. Cells were
then washed twice with PBS for 5 minutes and permeabilized for 45 min with 0.2%
triton X-100 and 1% BSA in PBS. Solutions of primary antibodies, diluted in PBS,
were incubated at 4°C overnight. Cultures were rinsed 2 times for 5 minutes with
PBS and further incubated with the corresponding secondary antibodies for 2 hours
at room temperature. Cells were observed after rinsing and filling of the reservoirs
with PBS. Image acquisition was performed using an Axiobserver Z1 (Zeiss)
microscope fitted with a cooled CCD camera (CoolsnapHQ2, Roper Scientific). The
microscope was controlled using Micro-Manager software and the images were

analyzed using ImageJ software.
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Neurons were immuno-stained with rabbit anti-MAP2 (1:300; Millipore), monoclonal
anti Blll-tubulin (1:300; Sigma), FITC-conjugated monoclonal anti-a-tubulin (mouse
IgG, 1:500; Sigma) and cyt 3 Phalloidin (1:500;Invitrogen) to reveal microtubules and
actin cytoskeleton; mouse anti cytochrome-c (1:400; BD pharmingen), rabbit anti tom
20 (1:400; Santa Cruz) and rabbit anti- cleaved caspase-3 and 6 (1:50, Cell

signaling). Cells were stained with Hoechst 33342 (1:25,000; Sigma) to reveal nuclei.

Quantification of axonal degeneration

The analysis of axonal degeneration was performed after immuno-staining of axonal
tubulin. Intact axons present a homogeneous and linear tubulin staining delineating
the axon shaft, while blebbed or severed axons exhibit a fragmented tubulin network.
Around 5 to 8 CGN axons exit the microchannels to reach the axonal chamber.
These axons de-fasciculate 10 to 20um after the micro-channel exit. CGN axon
degeneration was thus quantified by manually counting the number of individual axon
shafts in a rectangular region located 30um from the micro-channel exits. For m
SirT3 overexpression experiments, neurons where co-transfected with GFP and m
SirT3 or empty vector constructs. Immuno-cytochemical analysis showed that more
than 90% of GFP-expressing neurons expressed the transfected m SirT3 isoform, as
evidenced by anti-FLAG immuno-fluorescence, after 10 days in vitro. Therefore
axonal degeneration was quantified by counting fragmented vs intact GFP-

expressing axons in the axonal chamber.
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Figure Legends

Figure 1: Effect of mitochondrial targeting on axonal degeneration.

(A) Low magnification image of a microfluidic chip seed with CGNSs, after 12 days of
culture. Overlay of phase, Dapi (blue), Map2 (red) and B3-tubulin (green) images.
The dashed yellow lines, on the left, indicate the edge of the somatic compartment
and those on the right indicate the boundary between the micro-channels and the
axonal compartment. Axonal fragmentation is quantified from healthy or not healthy
axons crossing a white box. Scale bar represents 50 um. (B) Representative images
of CGN axons stained for 33-tubulin, cytochrome-c, and Tom20 after a 24h axonal
treatment with STS (1uM) and/or Ant-Bak (20uM) peptide. Untreated (Ctrl), STS- or
Ant-Bak peptide-treated axons did not show any sign of axonal degeneration and has
elongated mitochondria containing cytochrome-c. In contrast, co-treatment with STS
and Ant-Bak peptide resulted in axonal mitochondrial fission and cytochrome-c
release associated with axonal fragmentation. The yellow dashed lines indicate the
exit of the micro-channels. Scale bar represents 30 pm. Tom20/cytochrome-c
images, scale bar represents 5um. (C) Quantification of mitochondria fission, 24
hours after axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or both. (mean + s.e.m, n=3).
(D) Quantification of axonal cytochrome-c / Tom20 co-localization using Pearson
correlation coefficient, 24 hours after axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or
both (mean + s.e.m, n=6). (E) Quantification of axonal fragmentation, 24 hours after
axonal treatment with STS, Ant-Bak peptide or both. (mean = s.e.m, n=3). (F, H)
Effect of axonal PAC1 (10uM) and rotenone (5uM) under high (4.5g/L, HG) or low
(1g/L, LG) glucose conditions application on CGN axons. Distal application of PAC1

and rotenone (LG) induced an axonal degeneration, which was prevented by axonal
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z-VAD-fmk (50uM) application. Scale bar represents 30 um. (mean + s.e.m, n=3).
(G) Axonal activated caspase 6 immunodetection after axonal rotenone application in
low glucose condition (rot (LG)). Scale bar represents 5 um. *P<0.05, ***P<0.001,

paired student t-test.

Figure 2: Axonal caspases are involved in the dying-back pattern induced by

KCI deprivation.

(A) Somatic KCI deprivation, on GFP transfected CGN after DIV 12, induced a dying-
back within 24h as compared to control (Ctrl). Scale bar represents 60 pum. (B) Time-
course of microtubules fragmentation assessed by B3-tubulin immuno-staining (B3-
tubulin). Activated form of JNK revealed by p-JNK immuno-staining (P-JNK) in the
axonal chamber, four to eight hours after somatic KCl| deprivation. Scale bar
represents 5 um. (C) Activated JNK (red, P-JNK) and mitochondrial Tom20 (green,
Tom20) immuno-staining in axons four hours after somatic KCI deprivation. The
activated form of JNK patrtially colocalized with un-fragmented mitochondria. Scale
bar represents 5 um. (D) KCl-deprivation-induced mitochondria fission in axons (Ctrl)
was prevented by axonal application of a JNK inhibitor (50 uM, SP600125). Scale
bars represents 5 um. (E, F) Somatic KCI deprivation induced marked axonal
fragmentation without somatic cell death (dKCI- ¢ vs Ctrl- ¢), which was reversed by
SP600125 (50uM, dKCI-SP600125) or z-VAD-fmk (50uM, dKCl z-VAD-fmk)
treatment (mean + s.e.m, n=3). Scale bar represents 40 um. (G) Prevention of dKCI-
induced axonal fragmentation by axonal application of subtype selective inhibitors of
caspases 9 (z-LEHD, 50uM), or 6 (z-VEID, 50uM) but not of caspase 3 (z-DEVD,

50puM). (mean + s.e.m, n=3). *P<0.05, ***P<0.001, ns P>0.05, paired student t-test.
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The yellow dashed lines indicate the exit of the micro-channels. ¢ represent vehicle

treatment.

Figure 3: Axonal NAD" pretreatment protects against axonal degeneration

induced by somatic KCI deprivation or axonal rotenone treatment

(A) Somatic KCI deprivation induced pronounced axonal fragmentation without
somatic cell death (dKCI- ¢ vs Ctrl- ¢), which was reversed by NAD" (5mM, dKCI-
NAD+). Scale bar represents 40 um. (B) Quantification of axonal degeneration after
somatic KCI deprivation alone or with axonal application of NAD*(5mM), (mean *
s.e.m, n=3). (C) Quantification of axonal mitochondrial fission induced by somatic KCI
deprivation. Axonal NAD® pretreatment prevents mitochondrial fission. (mean *
s.e.m, n=3). (D) Quantification of the axo-protective effect of NAD+ against axonal
rotenone (5uM) in low glucose conditions or axonal oligomycin (1uM) application
(mean £ s.e.m, n=3). ***P<0.001, ns P>0.05, paired student t-test. ¢ represent

vehicle treatment.

Figure 4: A mitochondria Sirtuin deacetylase (SirT3) confers axonal protection

effect against KCl induced dying back and axotomy.

(A) The axonal protection confers by NAD+ (5mM) after a somatic KCI deprivation
treatment is reverted by 50uM of Sirtinol (dKCI- NAD+ + Sirtinol). (mean + s.e.m,
n=3). (B) A SirT3-Flag (red) transfected CGN colocalizes with GFP transfected CGN.
Moreover, a SirT3-Flag overexpression do not induced a cell death. Finally, a FLAG

immuno-labeling colocalizes with MitoDsred inside the axons (Tubulin + Flag),
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showing that in our studies, we able to see a SirT3-Flag labeling in axonal
mitochondria. (mean = s.e.m, n=3). (C) A somatic KCI deprivation of GFP
transfected CGN after DIV 12, induced a dying-back within 24h as compared to
control (Ctrl- @), which was partially reverted by SirT3-Flag over-expression.
Interestingly, while extemporaneous NAD+ treatment induces no axonal protection in
GFP-transfected CGN, it induced a strong axonal protection in SirT3-Flag transfected
CGN. Scale bar represents 40 um. (D) Quantification of axonal degeneration after
somatic KCI deprivation on GFP or SirT3 -Flag-transfected CGN, with or without
axonal application of NAD" (5mM), (mean + s.e.m, n=3). (E-F) The axonal protection
conferred by resveratrol (5mM) after a somatic KCI deprivation treatment was
reverted by 5uM of FK866 (dKCI- resveratrol+FK866) and 50uM Sirtinol (dKCI-
resveratrol+Sirtinol). Scale bar represents 40 pum. (F) Quantification of axonal
fragmentation, after somatic KCI deprivation, While axonal protection conferred by
resveratrol after somatic KCI deprivation, was reverted by FK866 and Sirtinol, a co
treatment with 50uM  of AGK2 (resveratrol+AGK2) and 50uM of
EX527(resveratrol+EX527) had not effect. A piceatanol (10uM) treatment had a
similar protective effect as resveratrol (mean = s.e.m, n=3). These data suggest that
resveratrol could be an activator of SirT3. *<P0.05, *<P0.01, **P<0.001, ns P>0.05,

paired student t-test. ¢ represents vehicle treatment.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Supplementary Figures and Legends

Figure S1: Axonal caspases and NAD+ metabolism are involved in STSinduced
dying-back pattern.

(A)Time sequence analysis of axonal B3-tubulin (green) and actin (phalloidin, red) in
distal axons either untreated (Ctrl) or treated with 1uM somatic STS. Scale barre
presents 5 uym. (B) Quantification of cell death and axonal fragmentation after
somatic STS treatment (mean £ s.e.m, n=3) (C) Representative images of somatic
(left, stained with DAPI) and axonal chambers (right, stained with B3-tubulin) of
CGNs

treated (STS- ¢ / SP600125/ z-VAD-fmk) or not (Ctrl- ¢) with somatic STS (1uM).
The dashed gray lines on the left, indicate the edge of the somatic compartment and
those on the right indicate the boundary between the micro-channels and the axonal
compartment. Twenty-four hours (24H) after application, STS-induced axonal
fragmentation is delayed by SP 600125 (50uM) or z-VAD-fmk (50uM) axonal
treatment. Scale bar represents 30 um. (D) Quantification of axonal fragmentation
after somatic STS treatment and axonal treatment with SP600125 (50uM) and z-
VAD-fmk (50uM). (E) The activated form of JNK is detected by p-JNK immunostainin
(red) in the axonal chamber only after somatic STS treatment (STS vs Ctrl) before
axonal fragmentation. Axonal integrity is assessed by [B3-tubulin staining (green).
Scale bar represents 5 um. (F) Co-immunolabeling of Tom20 (red) and cytochrome-c
(green) in CGN distal axons, 18 h after somatic application of 1uM STS. Under
control conditions (Ctrl), the mitochondrial network is filamentous and cytochrome-c
co-localizes with tom20, the mitochondrial marker. CGN axons treated with somatic
STS (1uM) display a punctuate tom20 labeling, characteristic of mitochondrial fission,

that is associated with poor cytochrome-c colocalization. Scale bar represents 5 um.
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(G) Quantification of axonal fragmentation after somatic STS treatment and axonal
(distal) treatment with a specific inhibitor of either caspase 9 (z-LEHD, 50uM),
caspase 6 (z-VEID, 50uM) or caspase 3 (z-DEVD, 50uM). Inhibitors of caspases 6 or
9, but not of caspase 3, protect axons from STS-induced degeneration (mean +
s.e.m, n=3). (H-I) Representative images of somatic (left, stained with DAPI) and
axonal chambers (right, stained with 33-tubulin) of CGN treated (STS- ¢ or NAD+) or
not (Ctrl- ¢) with somatic STS (1uM). Axonal NAD+ pretreatment completely prevents
STS-induced dying back, mean = s.e.m, n=4. Scale bar represents 20 ym.*p<0.05,
**p<0.01, **p<0.001, paired Student’s t-test. ¢ represents vehicle treatment.

Figure S2: Axonal NAD+pretreatment and Sirt3 protects against axonal
degeneration induced by axotomy.

(A) Representative overlay of phase contrast and 33-tubulin immuno-staining (green)
channel images. CGN are cultivated for 12 DIV in 3-compartmented chip comprising
a third channel allowing a fluidic access to the central part of the axons. Axons
coming from the somatic chamber grow in the first part of the micro-channels, then
cross the central chamber and enter the second array of micro-channels to reach the
distal chamber (before axotomy). Just after axotomy the distal CGN axons show no
sign of axonal degeneration, but six (6) hours after axotomy the CGN axons are
completely fragmented. Axonal NAD+ (5mM) pretreatment delays axotomy-induced
axonal degeneration. Scale bar represents 40 um. (B) Quantification of axonal
degeneration 6 hours after axotomy with or without axonal z-VAD-fmk (50uM),
SP600125 (50uM) or NAD+ (5mM) pretreatment. (mean + s.e.m, n=4). (C-D)

Representative images showing GFP-stained axons in the distal compartments after
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axotomy (see S3C). While six (6) hours after axotomy the pGFP transfected CGN
axons are completely fragmented, the pSIRT3-Flag transfected CGN axons are
partially protected from degeneration. This axonal protection increases after axonal
co-treatment with 5mM NAD+ (Axo pSIRT3+ NAD+) as compared to NAD+ alone
(pGFP NAD+). Scale bar represents 40 yum. mean + s.e.m, n=3. *p<0.05, ** p<0.01,

*** n<0.001, paired Student’s t-test.
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Figure S1
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Figure S2
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2. Apport de I’étude

Grace a la microfluidique, un outil permettant la compartimentalisation efficace des axones et
des somas de neurones issus du SNC, nous mettons en évidence qu’un stress appliqué
uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire une dégénérescence
axonale (DA). De fagon surprenante, 1’axone commence a se fragmenter alors que le corps
cellulaire «stressé » ne présente aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de
dégénérescence se soit propagé dans 1’axone depuis le soma (propagation antérograde de
facteurs destructeurs). D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK impliquée dans les
phases précoces de 1’apoptose est ici le premier signal observé dans 1’axone, contrdlant la
fission des mitochondries et I’activation des caspases qui sont les effecteurs moléculaires de
la phase d’exécution de I’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement
utilisé pour faire référence a la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre a 1’axone. De plus,
nous avons démontré que le NAD+, un élément clef dans la bioénergétique du neurone, est
aussi impliqué dans la protection axonale au travers de I’activation de SIRT3, une deacetylase
NAD+ dépendante localisée dans les mitochondries. Ainsi nos résultats suggerent que le

NAD-+ et le programme apoptotique puissent ensemble participer au devenir de 1’axone.

2.1. Les axones montrent un certain degré de résistance face aux agressions

pro-apoptotiques

De fagon surprenante, 1’application sur la portion distale de 1’axone de molécule pro
apoptotique, 5SuM de Staurosprine (STS), n’induit pas de DA, alors que 500nM de STS sont
suffisants pour provoquer une apoptotose neuronale massive. Par contre, un co-traitement
STS avec le peptide Antennapedia-Bak, connu pour faciliter le relargage de cytochrome-C,
induit une fission mitochondriale et un relargage de cytochrome-C, associés a la DA. D’autre
part, nous constatons que I’axone ne fragmente pas s’il est mis en contact avec de la rotenone,
un inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire, a moins que la glycolyse axonale ne soit
perturbée par un milieu appauvri en glucose (1g/l au lieu de 4.5g/l ; rot LG). De fagon
complémentaire, nous constatons que cette DA est caspase-dépendante, puisque celle-ci est
ralentie lorsque les caspases sont inhibées. En conclusion, méme si 1’axone semble résistant
face a des stimuli pro-apoptotiques, il est possible d’induire une DA caspase-dépendante, sous

certaines conditions.
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2.2.  Une application somato-dendritique de molécules pro-apoptotiques induit

un dying back pattern

Une déprivation en chlorure de potassium (dKCI) sur les corps cellulaires de Neurones en
Grains de Cervelet (NCG) est suffisante pour induire un Dying back (perte de I’axone sans
destruction du corps cellulaire). D’un point de vue moléculaire, les événements de fission
mitochondriale associés a la fuite de Cytochrome-C et suivis par une activation des caspases 6
et 9, participent a la DA. De fagcon complémentaire, la forme active de INK (P-JNK), détectée
dans la portion distale des axones 4 heures aprés un traitement au dKCl et colocalisée avec les
mitochondries, est également impliquée dans la DA. A noter que toutes ces observations sont
aussi valides lors d’un traitement a la STS. A la lumiére de ces résultats, il semble donc que
P-JNK et les événements de fission mitochondriale soient des effecteurs précoces critiques

pour le devenir de 1’axone.

2.3. Le NAD+ qui protége de la DW et du Dying back, protége également de DA
induit par un traitement a la roténone, un inhibiteur du complexe | de la chaine

respiratoire.

L’effet axono-protecteur de la protéine WId(s) peut-étre récapitulé par un prétraitement au
NAD+ (Araki T et al., 2004). En utilisant le modele d’axotomie élaboré au laboratoire et
décrit dans une précédente étude (Kilinc D et al.,, 2011), nous avons montré qu’un
prétraitement au NAD+ protege de la DW. Nous avons ensuite testé si oui ou non un
prétraitement au NAD+ peut protéger de la DA dans le contexte du dying back. De facon
remarquable, 5 mM de prétraitement au NAD+ appliqués au niveau de la portion distale de
I’axone, retardent la DA induite par une déprivation en KCI ou un traitement a la STS. De
plus, nous constatons que cet effet axono-protecteur est associé a une diminution de la fission
mitochondriale. Dans le but de confirmer, I’effet protecteur du NAD+ sur les mitochondries,
nous testons si 5mM de prétraitement au NAD+ peuvent protéger de 1’altération du
fonctionnement de la chaine respiratoire des mitochondries au niveau axonal. Alors qu’un
prétraitement au NAD+ protége de la roténone LG, cela ne protége pas d’un traitement a
I’oligomycine, connue pour inhiber I’ATP synthase. Ces résultats semblent donc indiquer que
le NAD+ agit probablement sur le complexe | de la chaine respiratoire, en amont de I’ATP

synthase.

136



2.4. L’effet axono-protecteur du NAD+ et des polyphénols est potentiellement

associé a ’activation de SIRT3.

Le NAD+ est décrit comme un co-activateur des Sirtuines (Sauve AA et al., 2002). Par
conséquent, nous testons si 1’effet axono-protecteur du NAD+ peut impliquer une activation
locale des sirtuines. Dans notre étude, nous constatons par une approche pharmacologique
(activateurs et inhibiteurs des sirtuines) que la DA est un mécanisme sirtuines-dépendant. Si
on correle ces résultats avec les précédentes observations qui indiquent que le NAD+ semble
agir localement sur la mitochondrie, nous suggérons que 1’effet axono-protecteur du NAD+
est associ¢ avec ’activation de la sirtuine mitochondriale, SIRT3. Nous constatons par une
approche génetique (la surexpression de SIRT3), que cette molécule est un acteur clef dans
I’axono-protection conférée par le NAD+ a la fois dans le paradigme du Dying back et de la
DW.

3. Conclusion

Jusqu'a maintenant les études menées a partir de la protéine WId(s), ont révélé que la DW est
un processus actif dépendant de 1’activité des calpaines et de la biosynthése de NAD+ et
indépendant de ’activation des caspases ou de la signalisation Bcl-2 (Finn JT et al., 2000 ;
Whitemore AV et al., 2003). Ces résultats ont amené a proposer 1’existence d’un mécanisme
destructeur spécifique a 1’axone caspase-indépendant (Yan T et al., 2010 ; Raff MC et al.,
2004). Toutefois, dans d’autres contextes comme celui du pruning développemental, des
études ont montré que les caspases étaient impliquées (Nikolaev A et al., 2009 ; Kuo CT et
al., 2006 ; Awasaki T et al., 2006). En accord avec la littérature, la DW induite apres
axotomie dans notre dispositif microfluidique, n’est pas retardée en inhibant les caspases alors
qu’elle I’est suite & un prétraitement au NAD+. A contrario, nous trouvons qu’en plus du
NAD+, une inhibition de JNK et des caspases 6 et 9 retarde de la DA dans le paradigme du
Dying back. De plus, nous constatons qu’une activation locale des caspases dans 1’axone
induit une DA. Ces résultats semblent donc indiquer que la voie de signalisation impliquée
dans la DA est dictée par la nature du stress a 1’origine de la DA et qu’une fois le programme
apoptotique active, cela conduit a la DA. Toutefois, les mécanismes moléculaires impliqués
dans le devenir de I’axone ne sont pas forcement exclusifs de la DW ou du Dying back. Nos
résultats ont en effet mis en évidence que le métabolisme du NAD+ via I’activation de SIRT3,

confere une axono-protection a la fois dans le contexte de la DW et du dying back. Cette
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étude permet donc de mettre en évidence pour la premiére fois I’existence d’un mécanisme

axonal protecteur, commun a la DW et au Dying back (Figure 45).

Caspase dependant mechanism

» Axonfragmentation

Dying back pattern

(STSand dKcl)
NAD+ metabolism
and SirT3
Wallerian degeneration » Axon fragmentation

(Axotomize)

Caspase indepandant mechanism

Figure 45 : Schéma récapitulatif des données obtenues d’apreés notre étude. Alors que les programmes de
destruction intrinséques a 1’axone entre la DW et le Dying back semblent étre distincts, il semble d’aprés notre

étude qu’il existe un mécanisme protecteur commun a 1’axone qui fasse intervenir le métabolisme du NAD+ et

I’activation de SIRT3. (Magnifico S)
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Article 2 (en cours d’écriture)

Local p-amyloid peptide deposits induce an axonal dying back pattern and
trans-synaptic tau hyperphosphorylation in reconstructed neuronal
networks.

Magnifico S, Deleglise B, Duplus E, Vignes M, Belle M, Viovy JL, Peyrin JM and Brugg B
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Article 2

1. Présentation de I’étude et de ses objectifs

Dans un second temps, nous avons cherché a déterminer si nos résultats issus de la premiere
étude pouvaient étre transposables dans un contexte neuropathologique comme la Maladie
d’Alzheimer (MA). En effet, comme je 1’ai mentionné en introduction, il a été proposé que le
neurone dégénére selon un mode dit du Dying back dans les maladies neurodégénératives
(Raff MC et al., 2002). Dans ce contexte, nous nous sommes demandé si I’application du
peptide Ap sur la portion somato-dendritique de neurones corticaux murins, pouvait suffire a
induire un dying back. De plus, nous avons cherché a déterminer si les acteurs moléculaires
impliqués dans la DA aprés stimulation & la STS et au DKCI, étaient aussi recrutés apres

stimulation au peptide AB.

D’autre part, il existe un débat concernant I’effet toxique du peptide AB lorsque celui-ci est
positionné a proximité de 1’axone. En effet, alors que certaines études mettent en évidence le
caractére « axono-toxique » du peptide (Tsai et al., 2004), d’autres études démontrent le
contraire (Adalbert et al., 2001). 1l s’agit donc pour nous de déterminer pourquoi il existe une
dissonance concernant le potentiel effet axono-toxique du peptide A et comment peut-on

réconcilier ces deux évidences contradictoires.

Comme nous ’avons vu dans notre premiere €tude, 1’axone est plus résistant que le corps
cellulaire face a un traitement pharmacologique de type roténone, connu pour endommager la
respiration mitochondriale, mais pas suffisant pour induire de la DA (Magnifico et al., 2012,
article en cours d’écriture). Dans le cas ou nos résultats s’appliqueraient au peptide A, il
s’agit de déterminer pourquoi 1’axone semble plus résistant que le corps cellulaire. En
s’appuyant sur nos résultats et sur les études qui ont montré que le peptide Ag induit de la
fission mitochondriale, sans pour autant étre associé a de la DA, nous proposons un scenario
selon lequel un signal protecteur en provenance du corps cellulaire, en 1’occurrence un
transport antérograde de mitochondries saines, pourrait tamponner 1’effet délétére des toxines

appliquées sur la portion distale de ’axone (Figure 46).
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positive signal A 25-35

ALY =

Figure 46 : Scenario proposé pour expliquer la relative résistance de I’axone face & un stress. Dans notre
scenario, la propagation antérograde d’un signal protecteur provenant du corps cellulaire pourrait participer a la
survie de ’axone, lorsque celui-ci est stressé par du peptide Ap 25-35. Nous avons représenté ici par des fleches
jaunes, des mitochondries saines se dirigeant vers 1’axone, qui pourraient représenter ce signal protecteur
(Magnifico S).

Dans le but de tester cette hypothese, nous avons utilisé des traitements pharmacologiques
connus pour diminuer le transport antérograde de mitochondries et ainsi espérer rendre

I’axone plus susceptible a une toxine.
Pour cela, nous avons procédé de plusieurs manieres ;

Soit en stressant le corps cellulaire avec des doses sub-toxiques de glutamate, soit en
appliquant du peptide Ag, au niveau de la portion proximale de I’axone a I’aide d’une puce
microfluidique composée d’une troisiéme chambre de culture (Figure 47) (Kilinc D et al.,
2011).
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Figure 47 : Illlustration d’une puce microfluidique tri-compartimentée. Représentée en violet, une puce
normale constituée de deux chambres de culture. Dans le rectangle a gauche, la chambre dite « somatique » et
dans le rectangle a droite la chambre dite « distale » ou « axonale ». A la différence d’une puce microfluidique
bi-compartimentée, une troisieme chambre représentée en bleu clair, vient s’intercaler entre les deux chambres

périphériques. Cette chambre dite « centrale » est constituée de la portion proximale des axones (Magnifico S).

Gréce a cette chambre centrale, il est alors possible d’appliquer une toxine sur la portion
proximale de I’axone et d’en étudier les conséquences sur I’ensemble du neurone (Kilinc D et
al.,, 2011). Le peptide Ap étant connu pour diminuer le transport antérograde des
mitochondries (Calkins MJ et al., 2011 ; Calkins MJ et al., 2011), nous I’avons appliqué sur la
portion centrale de ’axone. Dans le méme temps nous avons stressé la portion distale de
I’axone avec la roténone. A la différence des autres études in vivo ou in vitro, nous sommes
capables d’étudier les conséquences d’une application combinée de plusieurs stress sur

I’ensemble du neurone.

Enfin, aprés avoir apporté des éléments de réponse concernant les mécanismes moléculaires
et les modalités conduisant a la DA, nous nous sommes demandé si le dying back étudié dans
la situation d’un neurone isolé était valide lorsque celui-Ci était connecté a un autre neurone.
Ces résultats ont pu étre apportés grace a Bérangére Deleglise, une doctorante en 2°™ année,
qui a mis au point un modéle de la voie perforante (qui constitue la voie d’entrée corticale au
niveau du gyrus denté situ¢ dans 1’hippocampe, clairement affectée dans les phases précoces
de la MA). Pour cela, elle a réalisé un réseau neuronal orienté entre des neurones corticaux
situés dans le compartiment somatique et des neurones issus d’hippocampes ensemencés dans

le compartiment distal (Peyrin JM et al., 2011).
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Abstract

In Alzheimer’s disease, neurodegeneration occurs over a long period of time, in
which neurons progressively lose their axons and ultimately their cell bodies.
Although apoptosis is recognized as a key mechanism in neuronal death, the
molecular mechanisms involved synaptic and axonal degeneration in CNS neurons
are poorly understood. In addition recent studies reveal that the degenerative
process seems to spread trans-synapticaly along neuronal networks. Here, we used
microfluidic devices allowing the compartmentalization of axons and cell bodies to
culture primary neurons and reconstruct oriented neuronal networks. We applied (-
amyloid peptides locally to the different subparts of cortical neurons and observed
that cortical somato-dendritic application triggers a caspase-dependent dying back
process. Interestingly the distal application of 3-amyloid on the axons do not induces
by itself axonal degeneration probably due to an anterograde spread of a somatic
protective signal. We then studied the consequences of such stress in a cortico-
hippocampal network. The cortical somato-dendritic application leads to a rapid
cortical pre-synaptic loss concomitant with a hippocampal tau-hyperphosphorylation
which could be prevented by a NMDA antagonist. This is the first demonstration that
a localized AB stress is able to induce a glutamate dependent postsynaptic tau-
hyperphosphorylation in a neuronal network, a pre-acquisition for fibrillar tangle

formation.
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Introduction

Alzheimer's disease (AD) is characterized by synaptic impairment associated with
neuronal disconnection, which have been proposed to account for early cognitive
symptoms in affected patients (Arendt, 2009; Medana & Esiri, 2003; Wirths et al,
2007). By contrast, apoptosis, widely recognized as a key event in AD, seems to be
rather a late event in the degenerative process (Yankner & Lu, 2009). The two main
molecular hallmarks that caracterizes AD are the extra- cellular accumulation of -
amyloid (AB) and the intracellular appearance of neurofibrillary tangles, bundles of
self-assembled hyperphosphorylated Tau (TauHP™) proteins (Morris et al. 2011). A
certain amount of evidences prone for a causal role for AB in the pathophysiology of
AD, however neurons issue from Tau-KO mice failed to show any signs of
degeneration in presence of AB. This provides direct evidence supporting a key role
for Tau in Ap -induced neurodegeneration (Rapoport et al. 2002). However the link
between AB and Tau and their respective roles in the pathogenic process remains

unclear.

In AD, progressive accumulation of B-amyloid peptide has been described as
discrete foci in various brain areas (Adalbert et al, 2009; Grutzendler et al, 2007,
Ivins et al, 1998; Tsai et al, 2004). Neurons are highly polarized, they send their
axons over long distances thus, considering the focal AB accumulation they are likely
to suffer from local injuries that may damage only subparts of the cell. This could
initiate local deleterious signaling that may nonetheless spread in the neuronal
cytoplasm and lead to local and/or distant dysfunctions within the neuron. Moreover,

increasing histopathological studies (Braak et al., 2006) show that A accumulation
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and hyperphosphorylation of Tau extent to other brain areas during the disease
progression. This recently leads to the proposal that hallmarks/degenerative
processes could propagate trans-synaptically along neuronal pathways but the
mechanisms of degeneration spreading are still unknown. B-amyloid peptide is
known to trigger tauHP™ and apoptotic neuronal death when applied to entire neurons
ex vivo (Zempel H et al 2010,Yankner & Lu, 2009). Whether subcellular localized -
amyloid deposits (somatic, dendritic, axonal) can lead to local degenerative signals
or global neuronal degeneration is still debated. Another pending question is whether
this type of local insults can lead to degenerative signals such as TauHP™ that could
not only spread within the targeted neuron but also propagate throughout

interconnected neurons, distant from the initial insult.

In this study we used microfluidic cell culture chambers, first to compartmentalize
axons terminals from cell bodies of cortical neurons (Paul et al, 2011; Taylor et al,
2005), we demonstrate that axons are partially resistant to axonal A exposure, while
somatic amyloid accumulation triggers an anterograde apoptotic degeneration signal
in axons. Secondly, using another microfluidic chamber developed in our lab we
reconstruct a cortico-hippocampal neuronal network and show that somato-dendritic
deposits of Ap-peptide on cortical neurons trigger a rapid presynaptic disconnection
followed by typical axonal dying back pattern. Before any axonal and somatic cortical
degeneration, such presynaptic disconnection induces also postsynaptic alterations
in the interconnected hippocamplal neurons such as somato-dendritic tauHP™ a
process that can be blocked by NMDA antagonists. Our results show for the first time

that a somatic B-amyloid insult can induce anterograde degenerative signaling that

146



lead to a trans-synaptic NMDA dependent Tau hyperphosphorylation in a post-

synaptic neuron.

Results

Somato-dendritic application of AB peptide induces caspase-dependant dying

back pattern.

Microfluidic chips are powerful tools allowing the compartmentalization of CNS
neurons by separating the somato-dentritic compartment of neurons from the distal
part of their axons while ensuring an excellent fluidic isolation between the somatic
and axonal compartments (Taylor et al, 2005). We thus designed similar microfluidic
platforms in order to compartmentalize mouse cortical neurons (Paul et al, 2011). As
shown in Figure 1A, cortical primary neurons seeded in two-compartmented
microfluidic devices efficiently project their axons from the somato-dendritic
compartment to the distal compartment through the filtering micro-channels. MAP-2
dendritic-tree analysis and Hoechst nuclear chromatin staining indicate that 99% of
the seeded cortical neurons are healthy after two weeks in culture. In addition, they
do not show any sign of axonal degeneration in the distal chamber as assessed by

beta3-tubulin staining of axonal shafts (Figure 1B).

The intrinsic fluidic isolation provided by the microfluidic chips allows us to locally
challenge subparts of the neuron to study the local consequences and the potential
degenerative spread in the unchallenged parts of the neuron. To assess whether
somatic and/or axonal B-amyloid peptide deposits could trigger an axonal

degeneration process in cortical neurons cultured in microfluidic chambers, we locally
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applied 30uM of 25-35 B-amyloid peptide on different sub-parts of neuron. As shown
in Figure 1A, somato-dendritic application of fibrillar B-amyloid peptide induced
cortical axon degeneration within 72 hours without affecting somatic viability. This
process involved the activation of caspases, as the axonal application of z-VAD-fmk
(50uM), a pan-caspase inhibitor delayed axonal degeneration (Figure 1A and 1B).
Therefore, our results clearly show that extra-cellular B-amyloid deposition in the
somato-dendritic compartment induce a anterograde signal spreading that initiate a

dying back pattern (distal to proximal axonal degeneration) in cortical neurons.

Anterograde transport of healthy mitochondria confer the axonal resistance

against amyloid toxicity

Surprisingly, local application of 30uM of 25-35 (3-amyloid peptide directly on cortical
axons failed to induce any significant axonal degeneration (Figure 2A and B). As
excitotoxicity has been proposed to play a central role in B-amyloid peptide induced
apoptosis, we asked whether treating cortical somata with sub-toxic doses of
glutamate could modify axonal sensitivity to extracellular amyloid deposits. Previous
studies have shown that low doses of glutamate impair axonal transport (Ackerley et
al, 2000; Hiruma et al, 2003). Time-lapse analysis of axonal mitochondria transport
showed that somatic glutamate (10uM) treatment decreased anterograde
mitochondrial transport (Figure 2C) without modifying somatic or axonal integrity
(Figure 2A and B). However, as shown in Figure 2A and B, while axonal B-amyloid
peptide deposition did not trigger axonal degeneration per se, when applied
simultaneously with subtoxic doses of glutamate to the somata, it triggered an
important axonal fragmentation. These experiments indicate that impairing somato-
dendritic compartment function by perturbing glutamatergic neurotransmission
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dramatically enhances axonal susceptibility to p-amyloid treatment, involving
potentially mitochondrial transport alterations. Therefore, we ask whether
anterograde transport of healthy mitochondria could confer the axonal resistance
against amyloid toxicity. Rotenone is a potent mitochondria complex 1 inhibitor,
surprisingly its application (up to 10uM) on the distal part of the axon failed to induce
any sign of axonal degeneration even 72h later (Figure 3B and C) (whereas only
500nM of somatic rotenone treatment induce a huge cell death within 24 hours, data
not shown). As it has been shown that B-amyloid alters the mitochondria transport
(Calkins MJ et al, 2011)) we used a tri-compartmental chamber, developed in our lab
(Kilinc et al 2011) (Figure 3A) to apply concomitantly 3-amyloid deposit on the central
part of the axon with distal rotenone treatment. This co-treatment induces a strong
axonal fragmentation (Figure 3B and C). These experiments suggest that
mitochondria could take part to the positive signal coming from the soma to protect

the axon.

Cortical application of AB on a reconstructed cortical-hippocampal network

induces a rapid synaptic disconnection.

To test how cortical neurons behave to somato-dendritic application of AR peptide in
a neuronal network we used a microfluidic culture platform that enables in vitro
reconstruction of oriented neuronal networks (Peyrin et al. 2011). Using asymetrical
micro-channels called “axonal diodes”, allowing a directed and efficient
reconstruction of a neuronal network (Figure 4A), we modeled and characterized a
cortico-hippocampal network. Figure 4A illustrates a phase contrast picture of
primary cortical neurons from the neocortex emitting axons on hippocampal neurons.
Such oriented network could be maintained routinely up to 2-3 weeks in vitro. To
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reveal cortico-hippocampal synaptic connections, 14 days old cultures were fixed and
immunostained for MAP-2 to visualize hippocampal neuron arborization, a-tubulin to
mark cortical axons and hyppocampal architecture and synaptophysin to mark pre-
synaptic sites. Figure 4B shows cortical axonal fibers (green) projecting toward
hippocampal dendrites (blue) and establishing synapses (in red). Since axons from
hippocampal neurons are able to form also auto-synapses cortico-hippocampal
presynaptic labeling can be difficult to analyze due to the huge amount of presynaptic
platforms with classical presynaptic labeling, we thus test different presynaptic
markers and found that a-synuclein gave us an easier visualization for quantification
of presynaptic sites formed by axon terminals of cortical neurons. Figures 4C and D
reveal a-synuclein positive synapse on hippocampal cultures in absence or in
presence of cortical fibers (Figure 4C’ and D’). This result shows clearly that o-
synuclein is the adequate marker to visualize and fellow cortico-hippocampal
synapse formation and disconnection. This approached was used to monitor synaptic
disconnection after application of a somato-dendritic B-amyloid peptide stress on
cortical neurons (Figure 5A). Such stress induces after 24 hours a nearly tree fold
loss of cortical-hippocampal synapses (Figure 5D), whereas axons are still
undamaged at this time point as show a-tubulin staining (Figure 5B and C). Axons
starts to degenerate by a dying back pattern similar to those observed on

unconnected cortical after 24 hours of treatment.

Tau hyperphosporylation after local AB peptide administration.

At the same time where synaptic loss is observed, the morphological observation of

the post-synaptic hippocampal neurons do not revealed any alteration of the dendritic
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arborization (data not shown). Nonetheless, we wonder if it could even so leads to
moderate early functional hippocampal alterations. Since AR peptide induces tauHP*
in vivo and in vitro triggering a decreased microtubule stability and neurofibrilar
tangle formation (Morris et al. 2011). First, we observed an increased tauHP™ in
cortical axons cultured without hippocampal neurons 24 hours following cortical Ap
treatment (Figure 6B and C). We then asked whether local cortical AR peptide
deposits could induce distant hippocampal tauHP®. The basal and homogeneous
level of tauHP™ observed in control conditions was increased in the post-synaptic
neurons 24 hours after cortical somato-dendritic AR treatment. This post-synaptic
tauHP" is particularly concentrated in the cell body of hippocampal neurons rather
than in distal dendrites (Figure 6D and E). Interestingly, this post-synaptic alteration
of Tau phosphorylation occurs concomitantly to the pre-synaptic cortical loss. This
increase is prevented by a NMDAR antagonist (MK801) hippocampal pre-treatment
(Figure 6E). This is the first demonstration that a localized A stress is able to induce

a glutamate dependent postsynaptic tauHP™ in a neuronal network.

Discussion

At the single-cell level, neurodegeneration in AD occurs through a protracted dying
back pattern involving synaptic terminal deficits, axonal collapse, and ultimately,
somatic destruction (Duyckaerts et al. 2009; Braak et al 2006). However, currently it
is not clear whether the distal degeneration observed is caused by a direct and local
accumulation of B-amyloid peptide in vicinity of the axon or by an induction of the

dying back pattern at somatic level.
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Our results show that a local somato-dendritic application of B-amyloid peptide is
sufficient to trigger a dying back pattern leading to a distal to proximal axonal
degeneration, before any somato-dendritic abnormalities appearance. Moreover, a
local axonal inhibition of caspases delayed axonal degeneration induced by somato-
dendritic AR deposits. All together, these data suggests an anterograde destructive
signal-propagation, leading to caspase-dependent axonal fragmentation (Nikolaev A.,

et al 2009).

Contradictory results on the local axonal effect of B-amyloid deposits, have been
reported in the literature. In some cases, B-amyloid plagues on axons triggered
neuritic damages (Tsai et al. 2004; Grutzendler et al. 2007), whereas in other reports,
B-amyloid plaques had no deleterious effect (Adalbert et al. 2009). In our
experiments, axonal B-amyloid deposits per se do not induce axonal fragmentation,
indicating that B-amyloid plaques seem to have no drastic effects on axons.
Nevertheless, careful examination of axonal mitochondria in the vicinity of 3-amyloid
peptide aggregates revealed local mitochondrial fragmentation, indicating moderate
alteration of axonal health (data not shown). In addition, we observed an axonal
hyper-phosphorylation of the Tau protein, that could potentially affects microtubule
stability. Together these results reveal that AB induces only a mild toxicity, not

sufficient to trigger an axonal fragmentation.

We wonder what could be the cause of this relative axonal resistance compared to
the somatic AR susceptibility. To test if a protective signal coming from the soma
could prevent axonal AB toxicity, we co-treated the somato-dendritic compartment
with a sub-toxic concentration of glutamate, knowing that it alters the anterograde
transport (Ackerley et al, 2000; Hiruma et al, 2003). In line with this hypothesis, we
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observed not only mitochondrial fission but also axonal fragmentation upon
simultaneous somatic glutamate and axonal [-amyloid treatment. Since
mitochondrial-dependent bioenergetic is determinant for axon integrity and that Ap
axonal mitochondria fission is not sufficient to induce axonal fragmentation (Calkins
et al. 2011), we questioned the role of healthy mitochondria transported anterogradly
in this protection. Interestingly mitochondria axonal transport analysis revealed that
somatic glutamate slow down its anterograde transport (Figure 2C). To further
confirm this hypothesis we used a three-compartment chamber developed in our lab
(Kilinc D et al., 2011) that comprises a third central channels that give us access to
the proximal part of the axon. This property allows us to disturb locally the axon at
different subparts. We used an inhibitor of the complex 1 of the respiratory chain,
known to induce an apoptosis via the intrinsic mitochondrial pathway when applied
on the entire neuron. Interestingly a distal treatment with rotenone failed to induce
any axonal fragmentation. We supposed that this could be due to an anterograde
supply of healthy somatic mitochondria. Calkins MJ et al, showed that AB triggers a
drop of mitochondrial motility especially anterograde mitochondrial transport (Calkins
MJ et al, 2011). Interestingly when we treated the proximal part of the axon with AB
we do not induced distal axonal fragmentation while a co-treatment with distal
rotenone leads to axonal degeneration. These results support our scenario where the
anterograde propagation of somatic healthy mitochondria protects the axons from

certain stresses.

Recent neuropathological studies reveal that neurodegenerative hallmarks in
Alzheimer progress both spatially and temporally following specific neuronal
pathways. In the first part of our study we demonstrated, that a somato-dendritic -

amyloid peptide stress on an isolated cortical neuron induces a typical dying back
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pattern. How does a cortical neuron behave in a neuronal network and what are the
consequences of retrograde degeneration of the axon on the postsynaptic neuron?
To address this question we reconstructed an oriented neuronal network involving
cortical and hippocampal neurons using “ axonal diodes” (Peyrin et al. 2011). In vivo
the cortico-hippocampal network, also called perforant pathway is one of the first
affected neuronal pathway in AD patients (Braak et al. 2006). As shown in our
microfluidic devices hippocampal neurons receive afferents from cortical axons there
IS an increase of cortical pre-synaptic markers affixed to hippocampal dendrites
establishing functional synapses. The functionality of this kind of artificial neuronal
network has been previously extensively tested (Peyrin et al. 2011). Our results
reveals that somato-dendritic cortical application of AR on a cortical-hippocampal
network leads to a rapid pre-synaptic collapse before any cortical axonal
fragmentation or somatic loss could be observed, indicating that the dying back
pattern observed in isolated cortical neurons is also valid within a neuronal networks.
However, whereas a cortical somato-dendritic application of AB had a strong effect
on presynaptic terminals, morphological analysis of the post-synaptic hippocampal
neuron did not reveal any alteration of the dendritic tree of the interconnected neuron
at this time point. Even if no alteration is observed, we wondered if at this early time
point we could observe functional hippocampal alterations. Growing evidences from
in vivo and in vitro studies showed that direct application of B-amyloid peptides on
neurons leads to Tau hyperphosphorylation, a perquisite for neurofribrillary tangles
formation and responsible for microtubule stability impairment (Morris et al. 2011).
Moreover neuroanatomopathological studies have shown, that p-amyloid plagues
accumulation appears before neurofribrillary tangles formation and that the first spots

of amyloid plaques formation are distinct from those of neurofribrillary tangles (Braak
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et al. 2011). This intriguing data raise the question whether local B-amyloid
accumulation could be the cause of distant Tau hyperphosphorylation. Brain
complexity with its interconnected neuronal loops renders the in vivo analysis of
dysfunctions-initiation and spreading difficult. On the other hand, classical in vitro
cultures lack spatial organization of a physiological neuronal network and the
different sub-cellular compartments are not distinctly accessible. Thanks microfluidic
based reconstructed neuronal networks we were able for the first time, to evaluate
the distant effects of cortical p-amyloid deposits on hippocampal Tau
hyperphosphorylation. Somato-dendritic application of fibrillar 3-amyloid peptide on
cortical neurons leads to the hyperphosphorylation of Tau in the interconnected
hippocampal neurons before axonal and somatic degeneration of the cortical neuron
could be observed. Taken together these results reveal that local B-amyloid deposits
can trigger the distant Tau hyperphosphorylation spreading within the neuron but

also propagate trans-synaptically.

Several non-exclusive mechanisms could account for such a spatiotemporal
progression: loss of pro-survival neurotrophic factors, aberrant neurotransmission,
decrease synaptic inputs or overstimulation/excitotoxicity, prion-like spread of
pathogenic misfolded proteins, etc... In our experimental paradigm, with a relatively
short B-amyloid exposure time, it is unlikely that this effect is due to a trans-synaptic
spread of hyperphosphorylated tau proteins. In addition it has been shown that
glutamate dysregulation is able to alter Tau phosphorylation (Liang et al, 2009). To
evaluate the influence of glutamate excitotoxicity on the progression of network
dysfunctions, we pretreated the cultures with MK-801, a NMDAR antagonist, which
prevents Tau hyperphosphorylation. Further studies are currently pursued to

decipher the molecular mechanisms of such spatial progression even if our study
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suggests that excitotoxicity could be at least in part responsible for trans-synaptic

alterations of pre-synaptic local stress.

Materials and Methods

Microfluidic chip production

Using photolithography, we patterned two layers of negative photoresistent SU-8 on
a silicon wafer as previously described in more details (Kilinc et al. 2011). The
resulting master has a complementary positive relief pattern of the cell culture
compartment and micro-channels. This master was used to produce several culture
chambers using polydimethylsiloxan (Sylgard 184, PDMS). PDMS was mixed with
curing agent (9:1 ratio) and desiccated under vacuum. The resulting preparation was
poured onto a resin replicate SU-8 and reticulated at 70°C for 2 hours. The elastomer
polymer print was detached and reservoirs were created using a biopsy puncher. The
resulting piece was cleaned with isopropanol and air-dried. The polymer print and a
glass cover slip were treated for 1 minute in an air plasma generator (40% of power,
300mTor, Diener) and bonded together. Chips were placed under UV for 15 minutes
for sterilization, before being coated with a solution of poly-D-lysine (10 pg/ml,
Sigma—Aldrich) overnight and washed with phosphate-buffered saline (PBS). Other
design were also used in this study : the “diode” design used for network
reconstruction comprises two distinct cell culture chambers each connected to two
reservoirs and separated by a series of 500um-long asymmetrical micro-channels
(3um high, and tapering from 15um to 1-5um at the tip) (Peyrin et al, 2011). The third

design used named “3 compartment chip” comprise a third central channel (50uM)
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that crosses perpendicularly the microchannels giving access to the central part of

the axons.

Primary cortical and hippocampal cultures

All animals in this study were ethically maintained and used in compliance with the
Policy on Ethics approved by the Society for Neuroscience. Cerebral cortices and
hippocampa were micro-dissected from Swiss mouse embryos at E16 (Janvier,
France). All steps of dissection were done in GBSS (without CaCl, and MgCl,) +
0.1% glucose (Merck). Dissected structures were digested with papaine (20U/mL
pre-activated by L-cystein for 10 min at room temperature and mechanically
dissociated in DMEM containind DNAse with a Pasteur pipette. After several DMEM
rinses, cells were re-suspended in DMEM (Gibco) at a final density of 40 or 50 million
cells/mL. Cell suspensions were then seeded in the different compartments by
introducing 2 pl of the cell suspension in the upper reservoir: the cells flow into the
chamber and adhere to the substrate within 1-2 minutes. Cell culture medium was
then added in equal amounts (60 pl) in the four reservoirs. Cortical and hippocampal
neurons were grown in DMEM glutamax (Invitrogen) + streptomycin/penicillin
(Invitrogen) + 10% FBS (PAA) + N2 (Invitrogen) + B27 supplement (Invitrogen).
Microfluidic chips were placed in Petri dishes containing water in order to prevent
chambers evaporation of the culture medium and placed in a 5% CO2 and 37°C

incubator. Culture medium was renewed every 6 days.

AB-peptide and pharmacological treatment
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Prior to the different pharmacological treatments, cortical neuronal cells grown for 10
to 15 days in the microfluidic device In order to ensure fluidic isolation, a hydrostatic
pressure difference was generated by over-pressurizing the non-treated chamber as
previously described by Tailor et al. (2005). In cases in which both somatic and distal
treatments were performed, 3-compartment chambers were used. While keeping
both the somatic and the axonal chamber under the same hydrostatic pressure and
the central chamber slightly under-pressurized, the central channel acts as a
pressure drop ensuring good fluidic isolation of both distal chambers (Killinc et al
2010). Therefore, pharmalogical compounds applied in the somatic compartment
cannot diffuse into the distal compartment or vice versa. The following compounds
were used at the indicated concentrations: 10 to 30 uM beta-amyloid 25-35 peptide
(Bachem), 30 uM scrambled beta-amyloid 25-35 peptide (Bachem), 10 uM glutamate
(Sigma), 50 nm to 5 uM Rotenone (Sigma), 50uM z-VAD-fmk (RD systems), The

pharmacological inhibitors z-VAD-fmk, were added 3 hours prior to inducing stress.
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Figures legends

Fig 1. Somatic application of AB25-35 induces a caspase-dependent dying back

pattern.

A) Cortical neurons are grown for 12 days in two-compartment chips (Control-
Control) and treated with somatic AB25-35 (30uM), without AR25-35 (Ctrl) or with
axonal z-VAD (50uM; AB25-35 — z-VAD) for 72h. The two left images correspond to
the somato-dendritic chamber stained for Map2 (red), DAPI (blue) and Thioflavine S
(green), whereas the right panel corresponds to the axonal chamber stained for
b-tubulin. Somatic AB25-35 (30uM) treatment induces massive axonal degeneration
prevented by axonal z-VAD (50uM) application. Scale bar represents 20 um. B)
Quantification of axonal fragmentation after somatic AB25-35 application with or

without axonal z-VAD (50uM) (**P<0.01, paired student t-test).

Fig 2. Somato-dendritic glutamatergic co-stress reveals the toxicity of axonal

AB deposition.

A) Axonal fragmentation was assessed 72h after distal deposition of AB25-35 on
cortical axons. Somato-dendritic co-stimulation with innocuous low doses of
glutamate (10uM) greatly sensitizes cortical fibers to axonal amyloid deposition. The
two left images correspond to the somato-dendritic chamber stained for Map2 (red),
DAPI (blue), whereas the right panel corresponds to the axonal chamber stained for
b-tubulin and Thioflavine S (green). While glutamate alone (Glutamate-Control) and
axonal AB25-35 (Control - AB25-35) have no effect, the application of both lead to

axonal fragmentation (Glutamate - AB25-35). Scale bar represents 20 um. B)
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Quantification of axonal fragmentation after somatic glutamate application with or
without axonal AB25-35 C) Quantification of mitochondria movement after control or
somatic glutamate stimulation (10uM). Somatic glutamate treatments lead to a
decrease in anterograde mitochondrial movement. (*P<0.05, ***P<0.001, ns P>0.05,

paired student t-test).

Fig 3. Axonal AB deposition impairs distal mitochondrial metabolism.

A) Picture of the tri-compartmented chambers B) Axonal fragmentation was
assessed 72h after central deposition of AB25-35 on cortical axons. The left images
correspond to the somato-dendritic chamber stained for DAPI (blue), whereas the
central panel and the right panel corresponds to the axonal chamber stained for
b-tubulin and Thioflavine S (green). While an inhibition of mitochondrial complex-I
with rotenone in the distal part of the axons or amyloid beta application on proximal
part of the axon alone do not induce an axonal fragmentation, both trigger a huge
axonal fragmentation. Scale bar: 20 ym. C) Quantification of axonal fragmentation

(***P<0.001, paired student t-test).

Fig 4. Reconstruction of a cortical-hippocampal network using axonal diodes.

A) Phase contrast picture of the microfluidic device comprising funnel-shaped micro-
channels. Cortical neurons were seeded on the left chamber and hippocampal
neurons on the right chamber to reconstruct a cortical-hippocampal network. B-B’)
Hippocampal neurons (MAP-2, blue), receiving cortical fibers (a-tubulin, green).

Synaptophysin (red) were used as pre-synaptic markers. C-C’ and D-D’) a-synuclein
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was used as pre-synaptic marker (red) in hippocampal neuronal cultures alone or in

presence of cortical fibers. Scale bar: 10 ym.

Fig 5. Synaptic collapse after cortical AB25-35 deposition.

A) Schematic representation of microfluidic device and AB application. B-B’ and C-
C’) Hippocampal neurons (MAP-2, blue) receiving cortical fibers (a-tubulin, green). a-
synuclein (red) was used as pre-synaptic marker in control conditions (B’) or 24hours
after cortical AB25-35 (10uM) treatment (C’). D) Quantification of presynaptic
structures affixed to hippocampal dendrites after cortical AB25-35 deposition. Scale

bar: 20 ym. (***P<0.001, paired student t-test).

Fig6. Cortical AB peptide deposition induces hippocampal tau

phosphorylation.

A) Schematic representation of microfluidic device and AB application. B, C) Cortical
axons labelled for tauHP™ under control conditions (B) or 24hours after cortical AR25-
35 (10uM) treatment (C). D) Connected hippocampal neurons labeled for tauHP*
(T231, pseudocolors) in control conditions (left panel) or 24hours after cortical AB25-
35 (10uM) treatment (righ panel). F) Quantification tauHP™ under control conditions,
after 24 hours after cortical AB25-35 (10uM) treatment and in presence of MK801.

Scale bar: 20 um. (***P<0.001, paired student t-test).
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2. Apport de I’étude

Grace aux chambres de culture dites « microfluidiques», qui permettent de
compartimentaliser des neurones issus du SNC, nous mettons en évidence qu’un dépdt
amyloide localisé sur la portion distale de 1’axone, n’induit pas de DA, alors que celui-Ci
appliqué sur le compartiment somato-dendritique de neurones corticaux, déclenche une DA
caspase-dépendante sans altérer la viabilité des corps cellulaires. De plus, cette relative
résistance axonale face a un dépdt amyloide, peut-étre expliquée par un transport antérograde
de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire. De fagon intéressante, le dying
back pattern observé en neurone isolé, est aussi valable dans un réseau neuronal orienté
cortex-hippocampe, mis au point au laboratoire en ensemencant dans la chambre axonale
I’une des cibles des neurones corticaux (neurones de I’hippocampe). En effet, I’application de
plaques amyloides sur le compartiment somato-dendritique de neurone corticaux, induit en
premier lieu une déconnexion synaptique (perte de 1’élément pré-synaptique) entre les deux
types neuronaux. Cette perte synaptique est associée a 1’augmentation de la forme hyper-
phosphoryle de la protéine tau (tauHP+) au niveau des neurones de I"hippocampe (1’¢lément

post-synaptique).

2.1 L’application somato-dendritique du peptide AB induit un Dying back

pattern caspase-dépendant.

En nous inspirant de la preuve de concept mise au point par Taylor (Taylor AM et al., 2004),
nous avons développé au laboratoire un dispositif de chambres de culture microfluidique,
permettant d’isoler physiquement 1’axone de son corps cellulaire. Nous avons ainsi pu estimer
les conséquences d’une application locale du peptide AP 25-35 (modele de plaques
amyloides) sur une portion limitée des neurones corticaux. Nous montrons dans ce travail
réalisé in vitro, que I’application du peptide AP 25-35 au niveau du compartiment somato-
dendritique, induit une DA sans que la viabilité des corps cellulaires ne soit altérée. De plus,
nos résultats indiquent que la DA est caspase-dépendante, puisque qu’un traitement au z-
VAD, un pan caspase-inhibiteur, protege de la DA. Au total, ces données montrent qu’un
stress appliqué au niveau du compartiment somato-dendritique est suffisant pour en induire un
Dying back pattern associé a la propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit a

I’activation des caspases dans 1’axone.
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2.2 La relative protection axonale peut étre expliquée par le transport

antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire.

Apres avoir mis en évidence que I’application du peptide AP 25-35 au niveau des somas des
neurones corticaux est suffisante pour induire un Dying back, nous avons étudié les
conséquences de son application au niveau de la portion distale de 1’axone. De fagon
surprenante, I’application du peptide AP} 25—-35 au niveau axonal n’induit pas de DA. Comme
I’excitotoxicité a été proposé pour jouer un role central dans la toxicité induite par le peptide
AP 25-35, nous avons de facon concomitante a I’application du peptide A 25-35 au niveau
axonal, stimulé le corps cellulaire avec des doses sub-toxiques de glutamate. Les résultats de
cette expérience indiquent que la perturbation de la transmission glutamatergique au niveau
somatique rend 1’axone susceptible au peptide AP 25-35,via D’altération du transport
antérograde de mitochondries. A la lumiere de ces résultats il semble donc que le transport
antérograde de mitochondries puisse protéger la portion distale de I’axone d’un stress
amyloide. Afin de valider cette hypothese, nous avons grace a un nouveau design de puce
composé de trois compartiments (Figure 47), altéré le transport antérograde des
mitochondries au niveau de la portion proximale de 1’axone, tout en stimulant en aval, la
portion distale de I’axone avec une drogue connue pour endommager le fonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale ; la rotenone. En substrat, nos résultats montrent que la
relative protection axonale peut étre expliquée par le transport antérograde de mitochondries

saines en provenance du corps cellulaire.

2.3 L’application corticale du peptide AP 25-35, sur un réseau cortico-

hippocampe induit une deconnexion synaptique rapide.

Afin de tester le comportement des neurones corticaux face a DI’application du peptide
AP 25-35au sein d’un réseau neuronal, nous avons mis au point au laboratoire une
plateforme microfluidique qui permet de modéliser un réseau neuronal orienté (Peyrin JM et
al, 2011). En utilisant un nouveau design de microcanaux asymétriques appelé « axonal
diode », qui permet d’orienter de facon unidirectionnelle la projection axonale du
compartiment cortical vers le compartiment dans lequel des neurones de I’hippocampe sont

ensemencés, nous avons modélisé et caractérisé un réseau cortico-hippocampe. Aprés avoir
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mis en €évidence la présence de synapses a I’interface des deux types cellulaires (cortico-
hippocampe), nous observons une perte des synapses corticales apres application du peptide
AP 25-35au niveau des corps cellulaires des neurones corticaux. La perte synaptique
corticale est observée alors que 1’axone cortical encore intact dégénére quelques heures plus
tard selon le mode du Dying back. Le Dying back observé en neurone isolé est donc valide au

sein d’un réseau neuronal.

2.4 Une hyper-phosphorylation de la protéine Tau est observée dans le
neurone post-synaptique (hippocampe), a distance du lieu d’application du peptide

AP 25-35 sur les corps cellulaires des neurones corticaux.

Aprés s’étre intéressés a 1’élément pré-synaptique (le neurone cortical), nous nous sommes
demandé comment se comporte 1’¢lément post-synaptique (le neurone de 1’hippocampe) suite
a la déconnexion synaptique. Depuis que des études in vitro et in vivo ont montré que le
peptide AP 25-35 induit 1’hyper-phosphorylation de la protéine Tau (tauHP+), impliquée
dans la stabilisation des microtubules, est a I’origine des dégénérescences neurofibrillaires
(Tangles), nous testons si I’application locale du peptide AB 25-35 au niveau des somas des
neurones corticaux peut induire a distance une hyper-phosphorylation de la protéine Tau au
niveau des neurones hippocampiques. Alors que 1’analyse immunohistochimique révéle la
présence de tauHP+ au niveau des axones corticaux 12 h apres traitement des corps cellulaires
de neurones corticaux avec le peptide AB 25-35, nous détectons aussi un marquage tauHP+
au niveau des neurones post-synaptiques (hippocampe), aboli par I’ajout du MK801, un
antagoniste des récepteurs NMDA. Nos résultats démontrent pour la premiére fois in vitro,
qu’il est possible d’observer une hyper-phosphorylation de la protéine Tau dans le neurone
post-synaptique (hippocampe), a distance du lieu d’application du peptide AB 25-35 sur les

corps cellulaires des neurones corticaux.

3. Conclusion

Dans les maladies neurodegénératives comme la MA, il a été proposé que les neurones
dégénérent selon le scenario dit du Dying back, impliquant une dégénérescence rétrograde
initiée au niveau de la portion distale de I’axone et se propageant en direction du corps

cellulaire. Toutefois, méme si ce scénario est admis dans ce contexte, il reste a déterminer sur
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quelles sous-parties du neurone (soma-dendrite versus axone-synapse) doit étre appliqué le
peptide amyloide pour permettre de récapituler un Dying back. Gréce aux chambres de
culture microfluidique, nous mettons en évidence pour la premicre fois qu’un stress localisé
au niveau du corps cellulaire est suffisant pour récapituler ex vivo un Dying back pattern.
D’autre part, nos expériences visant a comprendre les raisons pour lesquelles 1’axone semble
plus résistant que le corps cellulaire face a un stress de type amyloide, ont permis d’éclaircir
le débat concernant le potentiel effet axono-toxique du peptide amyloide. Alors que certaines
études rapportent les effets déléteres du peptide amyloide lorsque celui-ci est a proximité de
I’axone, d’autres études mettent en évidence 1’action inerte du peptide vis-a-vis des portions
axonales. Ici dans notre étude, nous montrons qu’il est nécessaire d’avoir une vision plus
globale de la situation, en s’intéressant non seulement a la zone de contact entre 1’axone et
I’amyloide mais aussi au neurone dans son ensemble, puisque nous mettons en évidence que
plusieurs stress localisés sur différentes sous-parties du neurone peuvent agir de facon
synergique pour induire de la DA. Les deux hypotheses qui jusque la s’opposaient, ne sont

donc pas forcément contradictoires.

Enfin, grice a la reconstruction d’un réseau neuronal orienté cortex-hippocampe, nous
démontrons que le Dying back pattern observé en neurone isolé est aussi valide au sein d’un
réseau neuronal. De plus, nos résultats indiquent une hyper-phosphorylation de la protéine tau
(tauHP+) au niveau de 1’élément post-synaptique (neurone de 1’hippocampe), suggérant des
modifications trans-synaptiques, confirmant ainsi les études anatomopathologiques menées
par Braak. Ces résultats font donc de notre réseau neuronal un outil précieux dans la
recherche des mécanismes moléculaires impliqués dans les événements les plus précoces de la

MA comme [’altération de la transmission synaptique.
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La dégénérescence axonale dans les maladies du Systeme nerveux central et
périphérique.

La Dégénérescence de I’axone qu’elle soit aigue (AVC ou traumas cérébraux) ou chronique
(Maladies neurodégénératives) représente une étape importante, commune a de nombreuses
pathologies. Alors qu’il est largement admis que la DA, puisse étre un événement primaire
lors de traumas cérébraux ou d’AVC (qui s’assimile par un stress de cisaillement a de la DW),
un nombre croissant d’évidences suggere que cela puisse étre aussi le cas dans les maladies
neurodegeneratives (MC Raff et al., 2002). Cette situation a conduit a proposer un second
scénario de dégénérescence axonale (DA) (en plus de celui de la DW), dit du « Dying back »,
au cours duquel des neurones du SNC subissant une agression chronique, présentent une
dégénérescence progressive et rétrograde des terminaisons vers le soma. En retardant la DA,
on pourrait du méme coup prévenir la destruction du corps cellulaire et permettre a 1’axone de
repousser (sprouting). Il devient par conséquent crucial de déterminer les mécanismes
moléculaires de la DA. Or jusqu'a maintenant, méme si les modéles « classiques » ont permis
de décrire les voies de transduction associées a la mort neuronale, ils ne permettent pas
d’étudier les mécanismes mis en jeu lorsqu’un stress prend part sur une portion limitée du
neurone. C’est la raison pour laquelle notre étude a ét¢ menée dans des chambres de culture

dite « microfluidiques ».

1. Mise au point et optimisation de la microfluidique

L’objet de mon travail de thése et de M2 a consisté a optimiser un modele cellulaire
permettant d’aborder 1’étude de la séquence d’événements moléculaires impliqués dans la DA
des neurones du SNC. Le dispositif de culture microfluidique présenté dans ce travail est
directement inspiré de la publication de AM Taylor (Taylor AM et al., 2005), et a été réalisé
dans le cadre d’une collaboration entre mon équipe d’accueil et le laboratoire dirigé par Jean
Louis Viovy (UMR 168, institut Curie). Pour pouvoir entreprendre ce projet, il m’a fallu dans
un premier temps optimiser les conditions de manipulation de ces dispositifs afin d’obtenir
une compartimentalisation optimale des axones et des somas. C’est pourquoi parallelement a
mon travail expérimental de biologie cellulaire, j’ai participé activement a la mise en place de
la derniére étape de la production des dispositifs au sein de notre laboratoire. Nous sommes
maintenant capables a partir d’un master en résine SU8 (qui nous est fourni par nos

collaborateurs) de produire les puces en PDMS. La fabrication d’une puce est réalisée en 4
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heures, durée pendant laquelle le master est immobilisé€. La production d’un master en résine
SU8 étant onéreuse et fragile, nous avons réalisé plusieurs répliques, en résine polyester, du
master SU8 original. Ceci nous permet de fabriquer plusieurs puces identiques a la fois. Par
ailleurs nous avons modifié le dessin des puces de facon a avoir deux, puis quatre circuits par
puce. Pendant cette période d’appropriation de la technologie nous avons di résoudre un
certain nombre de problemes techniques tels que : défauts de micro fabrication causés par la
présence de poussieres obstruant les micro-canaux, fuites dues a une mauvaise liaison
PDMS/verre, contaminations intercurrentes aprés 1’étape de plasma, répulsion axonale si des
traces de solvant imprégnent encore le PDMS moulé a partir des répliques polyester. Au total
ce travail nous a permis d’augmenter significativement le nombre de circuits disponibles par
manipulation de mise en culture (de 5 a 80 par semaine), ce qui représente un gain de temps
considérable et nous permet d’envisager des protocoles expérimentaux répliqués contenant les

contréles nécessaires, dans de bonnes conditions expérimentales.

La preuve de concept ayant été faite au laboratoire selon laquelle différents types neuronaux
pouvaient étre ensemencés dans notre dispositif de culture, notre choix s’est porté sur les
neurones en grains du cervelet (NGC). En effet, ces neurones survivent particuliérement bien
a la mise en culture et présentent 1’avantage de constituer une population de neurones
phénotypiquement trés homogenes. Quelques travaux indiquent que les axones sont
particulierement vulnérables aux contraintes de cisaillement (LaPlaca MC et al., 2007). Dans
des expériences préliminaires, nous avions pu constater que, contrairement aux axones
corticaux, les axones des neurones en grains résistent particulierement bien aux stress
mécaniques produits occasionnellement si le renouvellement du milieu de culture dans la
chambre distale n’est pas fait méticuleusement. Enfin, ces neurones sont fréquemment utilisés
pour I’é¢tude de la transduction du signal impliqué dans les phénomeénes apoptotiques
(Contestabile A, 2002). Les neurones en grains ensemencés dans les puces de culture
survivent dans d’excellentes conditions pendant au moins 3 semaines. De facon intéressante, a
la différence d’axones corticaux, la croissance des axones des neurones en grains s’arréte
systématiquement lorsqu’ils atteignent une taille entre 750 et 1000 um. L’analyse des
marqueurs pré-synaptiques au niveau des terminaisons axonales montre un certain niveau
d’immaturité qui est probablement inhérent au systéme puisque nous n’avons ensemencé
aucune cible cellulaire (gliale ou Purkinje) dans le compartiment distal (Figure 48) (Paul D et
al, 2011).
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Figure 48 : Exemple d’une culture primaire de NGCs ensemencés dans des chambres de culture
microfluidiques. (A) Vue en mosaique d’une culture primaire de NGCs quinze jours aprés ensemencement. Les
NGCs ensemencés dans le compartiment dit « somatique » (haut), projettent leurs axones dans la chambre dite
«axonale » (bas) a travers la série de micro-canaux. (B) Les neurones marqués en DAPI (noyau, bleu), MAP2
(dendrite, rouge) et p3—tubuline (axone, vert) présentent une excéllente viabilité 15 jours apres ensemencement.
(C) Les axones en sorties de micro-canaux présentent un certain degré de maturité comme I’atteste le marquage
ponctiforme pour la synaptophysine (rouge). (D) Photo en contraste de phase dans laquelle sont représentés le
compartiment « somatique » (haut), la série de micro-canaux (milieu) et la chambre « axonale » (bas). (Paul D et
al., 2011)

Par ailleurs, les axones branchés en Y rappellent la structure des fibres paralleles in vivo
(Huang CM et al., 2006; Shepherd GM et al., 2003).

Aprés avoir validé nos bonnes conditions de culture et caractérisé nos cultures neuronales,
nous avons pu nous intéresser a la fois aux modalités et aux mécanismes moléculaires

associés a la DA.

2. Quelles sont les modalités qui conduisent a la fragmentation axonale
lors du « Dying back pattern » ?

Méme s’il semble acquis que les neurones dégénerent selon le mode du « Dying back »

comme cela a été proposé dans le cadre des maladies neurodégénératives, on ne sait pas

178



précisement les modalités qui conduisent a cela. En effet, selon MC Raff, le neurone subissant
un stress chronique peut dégenérer selon le mode du « Dying back » (Raff MC et al., 2004).
Dans ce scenario, il ne nous dit pas quelles sous-parties neuronales doivent étre stressées. En
d’autres termes, nous ne savons pas si 1’agent toxique doit se trouver sur le corps cellulaire,
I’axone ou les deux simultanément. Or de par le phénotype particulierement polarisé des
neurones (avec des prolongements pouvant atteindre parfois 1 meétre) il est crucial de
s’intéresser a cette problématique. Un stress pouvant prendre part sur le corps cellulaire ou
I’axone, de facon tout a fait indépendante. C’est justement le cas dans la maladie
d’Alzheimer, ou le peptide Ap libéré principalement a la synapse, peut de ce fait, entrainer des
perturbations au niveau de 1’élément pré (synapse et axone) et/ou post (corps cellulaire et
dendrites) synaptique. C’est dans ce contexte que nous nous proposons d’étudier les
conséquences d’un engagement local (somatique et/ou axonal) du programme apoptotique sur
I’ensemble du neurone. Avant de nous focaliser sur les conséquences d’une application locale
du peptide AP sur des neurones corticaux (abordée dans la derniére partie de I’introduction),
nous avons eétudié les effets régionalisés des effecteurs pro-apoptotiques comme la

Staurosporine (STS) et la déprivation en chlorure (5mM KCI) de potassium sur des NGC.

Un stress somato-dendritique (5uM de STS ou 5mM KClI) est suffisant pour induire une DA,
qui prend part au niveau de la portion distale de I’axone et se propage en direction du soma
(Figure 49). Ceci est compatible avec la définition du phénomeéne du « Dying back » telle que
I’a définie M.C Raff (Raff MC et al., 2002). De fagon tout & fait surprenante, nous
constatons que les mémes stress pro-apoptotiques appliqués au niveau de la portion distale de
I’axone, ne provoquent ni d’apoptose nucléaire ni de fragmentation axonale. Ceci est peut étre

lié au phénotype des neurones utilisé qui sont notoirement robustes.

-
Dyingback
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Figure 49 : Le “Dying back pattern”. Un stress appliqué sur la portion somato-dendritique du corps cellulaire
est suffisant pour induire une dégénérescence qui prend part au niveau de la portion distale de I’axone et qui se

propage de fagon rétrograde vers le corps cellulaire. Ceci est assimilé & du « Dying back pattern ». (Magnifico S)

3. La DA est-elle un mécanisme caspase-dépendant ?

A mon arrivée en 2007, il était clairement convenu que la DA était un mécanisme caspase-
independant. En effet, la majeure partie des études relatives a la DW, a indiqué que
I’inhibition pharmacologique des caspases ou l’interférence avec des effecteurs pro-
apoptotiques de type Bcl-2 protégent le soma des neurones périphériques de la destruction,
mais pas les axones de la DA (Whitmore AV et al., 2003 ; Finn JT et al., 2000). Ces résultats
ont conduit a postuler I’existence de 2 programmes de destructions distincts : le premier
spécifiqgue du soma serait de type apoptotique conventionnel, caspase-dépendant, et le
deuxiéme spécifique de 1’axone serait caspase-indépendant (Raff MC et al., 2002). Toutefois,
nous pouvons nous demander si de telles observations peuvent étre transposables au « Dying
back ». En effet, dans le cas de la DW, la portion distale de 1’axone est physiquement isolée
du corps cellulaire, ce qui n’est pas le cas dans le « Dying back ». Il est donc difficile de
croire a l’existence d’une barriére physico-chimique qui limiterait 1’apoptose au corps
cellulaire. Dans notre étude, nous avons ainsi montré que la DA induite par une déprivation
en chlorure de potassium (dKCI) ou une stimulation a la STS sur des NGCs, entraine une DA
qui est gouvernée par la machinerie apoptotique. En effet, nous constatons avant méme la
perte de I’axone, une activation de P-JNK suivie par des altérations au niveau mitochondrial
avec des événements de fission mitochondriale associés a un relargage de cytochrome C et
une activation de la caspase 6, au niveau de la portion distale de 1’axone. D’autre part une
inhibition pharmacologique de P-JNK (SP600125) et des caspases 6 et 9 (z-VAD un pan
caspase, z-LEHD inhibiteur de la caspase 9, VEID inhibiteur de la caspase 6) protegent de
facon significative de la DA. De fagon intéressante, I’implication de JNK ne semble pas étre
exclusive au Dying back puisque deux études menées dans un contexte de la DW ont aussi
mis en évidence son implication (Xiong X et al., 2012 ; Xiong X et al., 2010). Nos résultats
attestent donc, qu’un stress somato-dendritique est suffisant pour induire un « Dying back »
via la propagation antérograde de signaux destructeurs. De fagon complémentaire, un
enclenchement local des caspases (Rotenone en Low glucose ou co stimulation STS + Ant

Bak) au niveau de la portion axonale est accompagné par une DA. Prises conjointement, nos
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données abondent dans le méme sens que les études menees dans un contexte
développemental, pour lesquelles il est proposé que les caspases soient activement impliquées
dans la DA (Fang Y et al., 2012, Park KJ et al., 2010, Nikolaev A et al., 2009). De plus, nos
données confirment 1’étude montrant que Bcl-w (une molécule anti-apoptotique) prévient du
« Dying back » dans un contexte de neuropathie sensorielle (Courchesne SL et al., 2001). Le
processus de mort cellulaire programmé ou apoptose, n’est donc pas exclusif du corps

cellulaire, comme 1’a proposé dans son scénario MC Raff.

Dans notre étude nous montrons que les caspases semblent étre impliquées dans la DA au
cours du « Dying back » induit apres traitement a la STS ou une dKCI. Toutefois, nous
observons aussi dans le cas de la STS, que cette axono-protection induite par I’inhibition de
ces protéases au niveau axonal ne perdure pas dans le temps. En effet, celle-ci disparait au
bout de 48h de traitement pharmacologique au z-VAD. Dans le cas de la déprivation en
chlorure de potassium, 1’effet axono-protecteur du z-VAD ou autres inhibiteurs des caspases
disparait apres 24h (données non montrées). La protection transitoire du z-VAD (ou autres
inhibiteurs des caspases) indique que I’inhibition des caspases semble ralentir plus que
prévenir de la DA, comme 1’avait déja suggéré D’Mello concernant la mort cellulaire des
NGC (D’Mello SR et al., 2000). 1l semble donc qu’un autre mécanisme (un shift) destructeur

prenne le relais (Figure 50).
- Le shift Apoptose Autophagie

De nombreux modeles proposent qu’il soit possible de basculer vers une voie non apoptotique
dans le cas ou celle-ci aurait été bloguée par un agent pharmacologique ou par une
interférence génique. Dans une étude menée par Maycotte P et al., ils ont constaté que le
programme apoptotique et 1’autophagie agissent de concert dans 1’induction de la mort
cellulaire de NGC apres une dKCI ou traitement & la STS (Maycotte P et al., 2010). D’autres
études ont d’ailleurs mis en évidence qu’une perturbation dans la régulation de I’autophagie
peut induire une axonopathie (Yue Z et al., 2008) et qu’une inhibition de I’autophagie par la 3
Methyl Adenine (3-MA) retarde de la DA (Yang Y et al., 2008). Il est donc tout & fait
1égitime de proposer que I’inhibition des caspases ne puisse pas étre suffisante pour bloquer
de fagon définitive la destruction axonale puisqu’il est possible dans notre systéme que

I’autophagie puisse étre aussi impliquée.
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Figure 50 : Shift entre Apoptose et voie non apoptotique. Dans ce cas de figure, un stress initial enclenche la
voie intrinséque de 1’apoptose. Aprés une interférence génique pour la protéine pro-apoptotique bax (bax™), la
cellule bascule vers un mécanisme non apoptotique, a I’origine de la mort cellulaire, (D’aprés Stephanis L et al.,

2005).

Comment basculer d’un programme de destruction a 1’autre ?

Une étude a justement montré que la protection de la mort cellulaire induite par le z-VAD (un
inhibiteur des caspases) pouvait étre prolongée dans le temps, suite a une co-application avec
le MA (un inhibiteur de 1’autophagie) (D’Mello SR et al, 1998). Cette étude menée sur des
NGC aprés une déprivation en chlorure de potassium ou un traitement & la STS, nous permet
d’approcher les raisons pour lesquelles la protection au z-VAD ne perdure pas plus dans le
temps. Un bon nombre d’études ont d’ailleurs rapporté 1’existence d’un cross talk entre
I’apoptose et 1’autophagie (Djavaheri-Mergny M et al., 2010 ; Eisenberg-Lerner A et al.,
2009 ; Thorburn A et al., 2008 ; Canu N et al., 2005). Ce cross talk peut se faire par
I’intermédiaire de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 qui peut a la fois interagir avec les
protéines pro-apoptotiques de type bax et bak pour inhiber I’apoptose, soit avec le domaine
BH3 de la Beclin 1 pour inhiber 1’autophagie (Maiuri MC et al., 2007 ; Pattingre S et al.,
2005 ; Liang XH et al., 1999) (Figure 51).

Afin de tester cette hypothése, nous avons co-appliqué du z-VAD et du 3 MA, sur la portion
distale de I’axone, de facon concomitante au stress appliqué sur le soma, (données non
montrées). Aprés analyse, nous constatons que cette co-application ne prolonge pas la
protection induite par le z-VAD seul. Une des raisons pouvant expliquer ce résultat, réside
peut-étre dans le fait que 1’autophagie ne soit pas associée a un processus destructeur (la mort
cellulaire de type I1) mais plut6t assimilée a un processus protecteur. En effet, il faut rappeler

que I’autophagie n’a pas toujours été associée a la mort de la cellule.
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Figure 51 : Régulation de ’apoptose et de I’autophagie par Bcl-2 et Bcl-xL. Bcl-2 (et Bcl-xL) inhibent
I’apoptose en bloquant I’activation de Bax (et Bak) et préviennent ainsi 1’ouverture du pore de transition
(MOMP) et le relargage de cyt ¢ ou d’autres molécules pro-apoptotiques. De facon alternative, Bcl-2 peut

inhiber ’autophagie par interaction avec le domaine BH3 de la Beclin 1 (Thorburn A et al., 2008)

Ce processus finement régulé, a d’abord été décrit comme permettant a la cellule de survivre
lorsque celle-ci est privée de nutriments ou soumise a différents stress (Kroemer G et al.,
2011 ; Levine B et al.,, 2008 ; Mizushima N et al 2008). Cela se caractérise par la
séquestration d’une partie du cytoplasme et des organites cellulaires dans des doubles
membranes appelées autophagosomes ou vacuoles autophagiques (He C et al., 2009). La
fusion entre ces autophagosomes et les lysosomes va aboutir a la formation de vésicules
appelées phagolysosomes au niveau desquelles peuvent étre initiées 1’élimination d’organelles
endommagees comme les mitochondries (désignée sous le nom de la « mitophagie »), ainsi
que celle de protéines agrégées ou anormales (Wang K et al., 2011 ; Kanki T et al., 2009 ;
Narendra D et al., 2008). Dans ce contexte il est possible qu’en appliquant du 3 MA
(inhibiteur de 1’autophagie) sur nos axones, on puisse non pas protéger 1’axone mais plutot le
sensibiliser a un stress. Dans ce cas de figure, il est donc possible qu’un autre mécanisme que

celui de I’autophagie puisse prendre le relais.
- Le shift Apoptose Necrose ; la Necroptosis

La mort cellulaire de type Ill, ou nécrose, se caractérise notamment par une dilatation du
réticulum endoplasmique rugueux, de 1’appareil de golgi, de I’enveloppe nucléaire et un

gonflement des mitochondries. Ces phénomenes contribuent a la rupture de la membrane
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plasmique de ces cellules et a la libération de leurs contenus dans le milieu extra-cellulaire, ce

qui déclenche une réaction inflammatoire.

Méme s’il existe de claires différences entre les deux processus de mort cellulaire que sont la
nécrose et I’apoptose, des définitions exclusives de chacune d’entre elles sont difficiles a
obtenir et sont probablement artificielles car les frontiéres entre ces différentes formes de
mort cellulaires sont confuses. Il a par exemple été proposé un nouveau mécanisme de mort
cellulaire appelé Necroptosis, une contraction entre Nécrose et Apoptose. Ce terme introduit
par Kroemer G, caractérise le fait que 1’apoptose enclenchée par 1’activation de récepteur de
mort, pourrait étre relayée par d’autres voies, comme celle de la nécrose, dans le cas ou
I’apoptose ne pourrait pas aller a son terme (Galluzzi L et al., 2008). Ces derniéres décennies,
une pléthore de molécules ont été caractérisées comme pouvant étre des initiateurs,
modulateurs ou effecteurs de la necroptosis comme le z-VAD. Il est donc possible de penser
qu’un tel mécanisme puisse prendre part dans I’axone. Il reste donc a tester cette hypothése en

co-appliquant sur 1’axone du z-VAD et un inhibiteur de la nécrose.

4. Qu’en est t-il du métabolisme du NAD+ ?

La majorité des études visant a appréhender les mécanismes moléculaires impliqués dans la
DA, ont été menées dans le contexte de la DW. La découverte de la protéine WId(s) qui
retarde de la DW, a grandement contribué a disséquer les voies de signalisation impliquées
dans la DA. Méme si le mécanisme exact par lequel la protéine WId(s) retarde de la DW n’est
pas encore pleinement élucidé, les études portant sur cette protéine chimérique qui se
compose du fragment Nmnat (enzyme impliquée dans la voie de biosynthése du NAD+) ont
permis de mettre en évidence que la DA est intimement liée au métabolisme du NAD+. Il a
d’ailleurs été démontré que la surexpression de Nmnatl ou d’un simple prétraitement avec du
NAD+ sont suffisants pour induire une axono-protection dans un contexte de DW induite
aprés axotomie ou lors de sclérose en plaque (Todd Penberthy W et al., 2009 ; Kaneko S et
al., 2006 ; Araki T et al., 2004). Afin d’étudier I’effet du NAD+ lors du « Dying back », nous
avons prétraité nos cultures avec 5mM de NAD+, 24h avant traitement a la STS ou avec 5mM
de KCI (dKCI). De fagon intéressante nous constatons que le NAD+ protége de la DA. Cette
axono-protection est d’autant plus intéressante que celle-ci est plus importante que celle
conferée par le z-VAD et qu’elle perdure dans le temps (protection jusqu’a 3 jours). A la vue
de ces résultats, nous nous sommes donc focalisés sur la voie de transduction associee a
I’effet bénéfique du NAD+.
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En partant des derniéres études qui recentraient 1’action de la protéine WId(s) vers la
mitochondrie avec la surexpression d’une Nmnatl cytoplamsique, de Nmnat3
(mitochondriale) mais aussi de son action sur la dynamique mitonchondriale (Avery MA et
al., 2012 ; Cohen MS et al., 2012 ; Wang JT al, 2012 ; Fang Y et al., 2012 ; Babetto E et al.,
2010 ; Yahata N et al 2009 ; Beirowski B et al., 2009), nous nous sommes intéressés aux
acteurs mitochondriaux pouvant agir de concert avec cette protéine. D’autant plus que dans
notre étude, un prétraitement au NAD+ protége d’un traitement a la roténone (un inhibiteur du
complexe | de la chaine respiratoire). C’est pour cela, que nos recherches se sont orientées
vers la famille des deacetylases NAD+ dépendante, et plus particulierement vers la SIRT3 qui
réside dans la mitochondrie. Nous avons alors surexprimé la protéine SIRT3 dans des cultures
de NGCs puis étudié son effet axonoprotecteur a la fois dans un contexte de « Dying back »
mais aussi dans celui de la DW. En effet, aprés avoir montré dans notre systéme qu’un pré
traitement au NAD+ protege du « Dying back » nous avons aussi constaté que cela protége
aussi de la DW. Nous avons pu alors comparer les deux patterns de protection. De fagon
surprenante, la surexpression de SIRT3 protege a la fois du Dying back et de la DW.
Toutefois, cette protection reste assez limitée (a peine plus de 25% de protection dans les
deux paradigmes), assez loin des effets observés avec le NAD+ (presque 80% de protection
dans les deux paradigmes). Par contre, on constate qu’une application locale de NAD+ sur les
axones au moment du stress (et non aprés un prétraitement de 24H), accroit les effets
protecteurs de SIRT3 (protection de 60% dans les deux paradigmes), alors qu’une simple
application de NAD+ ne confére pas ou trés peu de protection. En effet, ce n’est pas parce
qu’on surrexprime une molécule qu’elle est forcément fonctionnelle. Dans notre cas, nous
n’augmentions pas la concentration de NAD+, ce qui limitait les effets de la surexpression de
SIRT3. Drailleurs, une étude récente menée sur Nmnat2 (une enzyme clef dans le
métabolisme du NAD+) a montré que le transport antérograde de celle-ci, du soma vers
I’axone, était associ¢ a un effet axono-protecteur et qu’une perturbation dans son transport
induisait de la DA (Gilley J et al., 2010). Dans notre contexte, on peut imaginer que lors du
« Dying back », le transport antérograde des Nmnat est perturbé, provoguant alors un déficit
local de NAD+ dans I’axone. Ceci pourrait expliquer, pourquoi la protection axonale est plus
importante lorsqu’on applique du NAD+ au moment du stress sur des cultures de NGC
surexprimant SIRT3. Ces résultats, confirment donc le réle clef de SIRT3 dans les
phénomeénes de « Dying back » et de la DW.
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En s’appuyant sur 1’étude menée par I’équipe de Finkel T, qui a démontré que la
surexpression de SIRT3 peut moduler la production d’ATP en déacétylant des molécules
constituant le complexe 1 de la chaine respiratoire (Ahn BH et al., 2008), nous proposons un
modele d’étude pouvant récapituler les effets biologiques de la protéine WId(s). Dans ce
modele, nous proposons que la portion Nmnat de WId(s) via la production de NAD+, stimule
I’activité de la protéine SIRT3, qui grace a son action de déacétylation sur le complexe | de la
chaine respiratoire, va permettre d’augmenter le fonctionnement de la chaine respiratoire pour
in fine, produire plus d’ATP (Figure 52). Ce scénario semble d’autant plus pertinent apres la
publication de plusieurs études indiquant que la protéine WId(s) protege du stress comme la
roténone, 1’antimycin, (Tokunaga S et al., 2011) et le MPP+ (Antenor-Dorsey JAV et al.,
2012) connus pour inhiber le fonctionnement de la chaine respiratoire.
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Figure 52 : Nmnat3 et SIRT3 agissent de concert dans la régulation de la production d’ATP. Nmnat3, une
enzyme clef dans le métabolisme du NAD+ située dans la mitochondrie, stimule SIRT3 (une déacétylase NAD+
dépendante). En réponse a cette stimulation, SIRT3 va déacetyler le complexe | de la chalne respiratoire, pour in

fine induire une augmentation de la production d’ATP (Magnifico S).

Nos expériences révelent donc que le NAD+ et le programme apoptotique peuvent coopérer
dans le contréle du devenir de 1’axone de neurones issus du SNC, ce qui a aussi été proposé
dans un contexte développemental (Schoenmann Z et al., 2010). Notre étude permet d’aller un
cran plus loin en démontrant que ces deux voies pourraient converger vers la mitochondrie

qui serait alors un organe décisionnel.

5. Existe-t-il un lien entre ces 2 voies de transduction
(caspase/SIRT3) ?

Nous avons montré que la voie intrinseque de I’apoptose (appelée également la voie
mitochondriale) est impliquée au cours du « Dying back ». En effet, la DA lors du « Dying

back » s’accompagne par des événements de fission mitochondriale et de relargage de cyt c,
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suivis par I’activation de la caspase 9 (formation de 1’apoptosome). Comme SIRT3 est
mitochondriale, il est 1égitime de se demander s’il n’existe pas de lien entre SIRT3 et la voie
intrinséque de 1’apoptose. En d’autres termes, SIRT3 peut-elle interférer avec le programme
apoptotique pour éviter que celui-ci ne s’emballe et donne lieu a la DA. Quelles sont les

cibles de SIRT3 décrites ou rapportées dans la littérature.
- Focus sur le pore de transition de permeéabilité (mPTP) au niveau de la mitochondrie

Ce pore est constitué de la sous-unité VDAC (pour Voltage Dependant Anion Channel), et
ANT (Adenosine Nuclear Transporter). L’ANT et le VDAC sont deux canaux situés
respectivement au niveau de la membrane interne et externe de la mitochondrie. La régulation
de I’ouverture du pore est assurée par la Cyclophilin D (Doczi J et al., 2011 ; Basso E et al.,

2005). La cyclophilin D est localisée dans la matrice de la mitochondrie.
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Figure 53 : Régulation de I’ouverture du PTP par la Cyclophilin D (Cyp D). Cyp D est localisée dans la
matrice. Lors d’un stress la Cyp D et le Ca** vont se fixer sur le mPTP pour permettre son ouverture et ainsi le
relargage de facteurs pro-apoptoptiques comme le cyt c. En présence de Cyclosprine A (CsA), cette molécule va
se lier a la Cyp D et donc empécher sa fixation au mPTP et de surcroit I’ouverture du mPTP (Cour M et al.,
2010)

La régulation de l'ouverture du mPTP par Cyp D implique une interaction avec la
Cyclosporine A (Figure 53). En absence de CsA, Cyp D peut se lier au mPTP et permettre
son ouverture. La présence de CsA, empéche la fixation de Cyp D au mPTP et de surcroit son
ouverture. Ce mécanisme protecteur empéche le relargage de facteurs pro-apoptotiques et

I’emballement de la machinerie apoptotique (Cour M et al., 2010).
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De récentes études ont mis en évidence le caractére intriqué entre SIRT3 et la Cyp D. Il a été
rapporté que la Cyp D est une cible de SIRT3 (Figure 54). Cette déacetylation par SIRT3
entraine une perte de fonction de la Cyp D. Cette déacetylation a pour conséquence de
prévenir I’ouverture du PTP et ainsi la libération de molécules pro-apoptotiques (Sadoshima
J, 2011 ; Shulga N et al., 2010 ; Hafner AV et al., 2010 ; Shulga N et al., 2009). SIRT3 peut
donc par son interaction avec Cyp D réguler ’ouverture du mPTP et interférer avec le
processus apoptotique. Ce processus transposable au « Dying back », n’est pas a exclure dans
le cas de DW, méme s’il a été démontré qu’il s’agit d’un processus caspase-independant,
surtout depuis que CsA protege de la DW qui fait suite a une axotomie ou a un trauma
cérébral (Barrientos SA et al., 2011 ; Colley BS et al., 2010 ; Kaminska B et al., 2004 ; Sunio
Acetal., 1997)
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Figure 54 : Régulation de I’ouverture du mPTP par SIRT3. Dans les conditions normales, SIRT3 cible
Cyp D, en maintenant son état déacétylé, ce qui prévient 1’ouverture du mPTP. Dans les souris SIRT3 ", Cyp D
n’est plus déacétylée. Cyp D peut alors se fixer au mPTP et permettre son ouverture. Une diminution de
I’activité de SIRT3 est par conséquent associée a une augmentation de 1’ouverture du mPTP (Hafner AV et al.,
2010)

- Focus sur la Super Oxyde Dismutase (SOD)

La Cyp D n’est pas la seule cible de SIRT3. En effet, la SOD une enzyme trés importante
dans le systeme de défense contre les radicaux libres, a été identifiée comme étant déacétylée
par SIRT3 (Chen Y et al., 2011). Plusieurs études ont ainsi mis en évidence que 1’acétylation
de la SOD (au niveau des lys 68 et 122) entrainait une diminution dans son activité (Chen Y
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et al., 2011 ; Tao R et al., 2010). SIRT3 pourrait donc agir en limitant la production de
radicaux libres comme I’ont proposé Wagner GR, Chen Y, Qiu X, Shinichi S, et Kong X
(Wagner GR et al., 2012 ; Chen Y et al., 2011 ; Qiu X et al., 2010 ; Shinichi S et al., 2010 ;
Kong X et al., 2010), d’autant plus que la protéine WId(s) protege aussi d’un stress oxydatif
(Tokunaga S et al., 2012) (Figure 55).

déacétylation

SIRT3 M f I’activité de la SOD > JRadicaux libres

Figure 55 : Réle de SIRT3 dans le systeme de défense contre les radicaux libres. SIRT3 va entrainer une
déacetylation de la SOD, ce qui va augmenter son activité et de surcroit diminuer la production de radicaux

libres. (Magnifico S)

- Altération de la dynamique mitochondriale et biogenese mitochondriale

Les altérations de la dynamique mitochondriale (fission, fusion et transport) sont impliquées
dans de nombreuses pathologies. Ainsi la surexpression de la mitofusine 2 mutée (MFN2),
normalement impliquée dans les événements de fusion mitochondriale, entraine une sévéere
DA (Misko A et al.,, 2012). Récemment, il a été proposé que la protéine WId(s) puisse
protéger de la DW en augmentant la motilité basale des mitochondries, luttant ainsi contre
I’augmentation de CA®* dans les axones (Avery MA et al., 2012 ; Wang JT et al., 2012). Dans
notre systéeme un prétraitement au NAD+ protége de la fission mitochondriale au cours du
« Dying back » (Magnifico S et al., 2012). Enfin, des données publiées en 2010 ont montré
que SIRT3 stimulait la biogenese mitochondriale (Kong X et al., 2010).

Si nous pensons, que ’effet axono-protecteur de WId(s) est médié par SIRT3, on peut tres
bien imaginer que SIRT3 puisse agir en plus de la biogenese mitochondriale, sur la

dynamique de mitochondriale, dont les cibles restent encore a étre identifiées.

A la lumiére de nos résultats, SIRT3 est une cible potentielle dans 1’élaboration d’une
approche pharmaceutique destinée a protéger de la DA, d’autant plus que nous avons mis en
évidence que le resvératrol, un polyphénol enrichi dans le vin, semble étre un activateur de

SIRT3 (Magnifico S et al, article soumis).
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6. Qu’en est-il de l1a Maladie d’Alzheimer ?

Aprés avoir mis en évidence le fait qu’un stress somato-dendritique (stimulation STS ou
déprivation en chlorure de potassium) est suffisant pour induire un « Dying back » sur des
cultures cellulaires de NGCs, nous avons voulu déterminer s’il en était de méme dans le cas
d’un traitement a I’Ap. Les NGCs étant notoirement résistants au peptide Ag, nous sommes
passés en cultures corticales qui représentent avec I’hippocampe I’une des structures
préférentiellement affectées dans la MA. En utilisant la forme agrégée du peptide amyloide
25-35, modélisant un dépét focal de plaque amyloide, nous montrons que le « Bying back
pattern » proposé dans les maladies neurodégénératives peut étre récapitulé ex vivo, en
activant localement la machinerie apoptotique au niveau du corps cellulaire. Ceci, conduit a la
propagation antérograde d’un signal de dégénérescence dans 1’axone sain, aboutissant a une
apoptose « axonale ». De plus, nos expériences confirment que le NAD+ et le programme
apoptotique peuvent coopérer dans le controle du devenir de 1’axone de neurones issus du
SNC, en convergeant vers la mitochondrie qui serait un organe décisionnel (données non

montrees).

Par contre, aucune DA n’est observée lorsque le peptide A est appliqué au niveau de la
portion distale de I’axone. Ces résultats confirment ceux obtenus avec les NGCs. Les axones

sont donc notoirement plus résistants que le corps cellulaire. Pourquoi ?

Lors d’une analyse minutieuse nous constatons qu’un stress appliqué sur la portion distale de
I’axone (roténone ou peptide Ap), induit des altérations au niveau mitochondrial, en
I’occurrence des phénomenes de fissions mitochondriales. De plus, nous constatons un flip
flop de la phosphatidyl sérine (un marqueur de 1’apoptose) au niveau de la portion distale de
’axone, aprés traitement & la STS (données non montrées), tout comme I’ont rapporté Sievers
C dans le contexte de la DW et (Sievers C et al., 2003) et Mattson MP lors d’expériences
meneées sur des synaptosomes (Mattson MP et al., 1998). Enfin, nous constatons qu’une co-
culture constituée d’axones de NGC traités a la STS et de cellules microgliales (des BV2, une

lignée immortalisée de microglie) entraine une DA (données non montrées) (Figure 56).
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Figure 56 : L’implication des microglies dans la DA. Une co-culture entre des axones de NGC et une lignée
cellulaire immortalisée appelée BV2 est réalisée dans un dispositif de culture de type microfluidique. Aprés un
traitement a la STS appliqué sur la portion distale des axones, un flip-flop de la phosphtydil sérine est observé
(révéle par un marquage Annexin V, en rouge, photo de gauche). La mise en contact des BV2 avec la portion
distale des axones soumis a un stress a permis de mettre en évidence, que ce flip-flop pouvait étre assimilé & un
signal de reconnaissance pour les BV2. Les BV2 ainsi recrutées au niveau de la zone « lésée » vont participer a
la DA en émettant de longs prolongements (représentés sur la photo de droite) qui vont avoir pour conséquence

de couper les axones. (Magnifico S)

Cela nous permet de penser que le flip-flop de la phosphatidyl-sérine peut étre un signal de
reconnaissance pour les cellules microgliales, qui vont participer a la DA. Un traitement sur la
portion distale des axones (roténone HG, STS, peptide Ap) entraine donc des altérations
fonctionnelles qui seules ne sont cependant pas suffisantes pour induire la fragmentation de

I’axone.
Il existe donc un mécanisme protecteur dans 1’axone.

A la différence de la DW, il n’y a pas de séparation physique entre le corps cellulaire et
1’axone dans le cas du « Dying back ». II est donc possible qu’un signal positif en provenance
du soma, vienne tamponner les effets délétéres des traitements distaux (appliqués sur

I’axone).

Parmi les acteurs potentiels, nous nous sommes orientés vers les mitochondries. En effet,
d’apreés nos études les mitochondries semblent étre des organites clefs dans le devenir de
I’axone. Nous proposons donc que les mitochondries puissent étre 1’un des signaux
protecteurs envoyé par le soma pour protéger 1’axone (Figure 57). Pour cela, nous avons
stimulé le corps cellulaire de neurones corticaux avec des doses sub-toxiques de glutamate,

connues pour détériorer le transport axonal (Ackerley S et al., 2000; Hiruma H et al., 2003).
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Figure 57 : Scenario proposé pour expliquer la relative résistance de I’axone face a stress apoptotique. Par
le jeu de fusion/fission mitochondriale, des mitochondries saines (en vert) transportées de fagon antérograde
viendraient fusionner avec les mitochondries endommagées par le traitement appliqué sur la portion distale de

I’axone et ainsi limiter les effets délétéres d’un stress pro-apoptotique. (Magnifico S).

Aprés avoir perturbé le transport antérograde des mitochondries (stress subtoxique de
glutamate sur le corps cellulaire), nous avons réussi a induire de la DA aprés une co-

stimulation avec un stress pro-apoptotique (peptide Ap) (Figure 58).

Glutamate Ctrl D Cal
- s g o = e . Glutamate

70
60

Ctrl A§235 50 o v v

——

40
30

mitochondria

20

.
Repartition of moving

AB25-35

Glutamate

10
0

X
‘m; i i
b = e I

Figure 58 : La perturbation du transport antérograde des mitochondries permet de sensibiliser ’axone

face a un stress amyloide. Alors que 10uM de glutamate n’induit pas d’altération au niveau du compartiment
somato dendritique, une co-stimulation avec du peptide AP sur la portion distale de I’axone provoque une
importante DA. De facon intéressante, 10uM de glutamate est associé a une diminution du transport antérograde

de mitochondries. (Magnifico S et al., 2012).

Ce résultat nous permet de conclure que le scénario proposé est valide méme si celui-ci

n’exclut pas d’autres mécanismes axono-protecteurs. Ces résultats permettent aussi
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d’expliquer pour quelles raisons, il existe une dissonance a propos des effets délétéres du
peptide A, lorsque celui-ci est situé au niveau de 1’axone. En effet, nos données démontrent
qu’il ne faut pas seulement se focaliser sur la portion de I’axone ou le peptide Ap est localisé,
mais aussi et surtout se demander s’il n’existe pas d’autres stress susceptibles d’endommager
le transport antérograde de mitochondries comme un dépét amyloide situé a proximité du

corps cellulaire.

Pour finir, nous avons voulu savoir si le scénario du « Dying back » observé en neurone isolé
pouvait étre transposable dans un systéme plus intégré comme celui d’un réseau orienté
cortex-hippocampe. Pour cela des neurones corticaux ont été ensemences dans le
compartiment de gauche et les neurones de I’hippocampe dans le compartiment de droite.
Grace a des micro-canaux diodés, c'est-a-dire effilés a une extrémité (breveté par notre
équipe), les axones sont orientés uni-directionnellement de la chambre corticale vers la
chambre abritant des neurones de I’hippocampe (Peyrin JM et al., 2011). Un réseau orienté

cortex-hippocampe est ainsi réalisé (Figure 59).

Axones corticaux et
Neurones de |"hippocampe

Neurones corticaux

Figure 59 : Photographie d’un réseau orienté cortex-hippocampe. Les neurones corticaux et de
I’hippocampe sont ensemencés respectivement dans le compartiment de gauche et de droite. 4-5 jours apres
ensemencement, les neurones corticaux projettent leurs axones dans le compartiment de droite dans lequel sont
situés les neurones de I’hippocampe. La mise en place de synapses fonctionnelles (oscillation en Ca®") entre les
axones corticaux et les neurones de I’hippocampe est établie approximativement 15 jours aprés ensemencement.

Grossissement x40 (Magnifico S et al., 2012, article soumis)

Aprés avoir mis en évidence la fonctionnalité des synapses corticales sur les dendrites

d’hippocampe, nous nous sommes focalisés sur le devenir des synapses apres avoir traité le
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corps cellulaire des neurones corticaux avec du peptide Ap. En effet, la perte synaptique
représente le premier événement observe au cours du « Dying back » avec le collapse des
cones de croissance. En collaboration avec Bérangére Deléglise, nous avons observé qu’un
stress Ap appliqué sur le soma des neurones corticaux entraine une perte synaptique sans
destruction du corps cellulaire corticaux, ce qui est compatible a du « Dying back ». Mes
études menées sur des neurones « isolés » peuvent donc étre transposables au sein d’un réseau
neuronal ce qui permet d’expliquer le caractere dispersif de la MA comme 1’a démontré Braak
(Brakk H et al., 2006)

Concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans la perte synaptique, des études ont
montré que la protéine WId(s) protégeait aussi de la perte synaptique suggérant ainsi que le
mécanisme destructeur impliqué dans la perte synaptique serait aussi caspase-independant
(Wright AK et al., 2010 ; Beirowski B et al., 2009 ; Gillingwater TH et al., 2003). Toutefois,
dans le contexte neuropathologique de type Alzheimer, un nombre croissant d’études menées
in vivo et vitro indiquent que ’activation des caspases au niveau synaptique est concomitante
a la perte des synapses (D’Amelio M et al., 2011 ; Quiroz-Baez R et al., 2011 ; Liu J et al.,
2010 ; Louneva N et al., 2008 ; Mattson MP et al., 1998 ; Mattson MP et al., 1998). D’autre
part, comme je 1’ai mentionné en introduction, les caspases peuvent participer directement au
clivage de I’APP (en position Asp664) et libérer des fragments neurotoxiques comme C31 et
Jcasp (Zhang YW et al., 2011 ; Bredesen DE et al., 2010 ; Gervais FG et al., 1999). Par
analogie avec la DA, il semblerait que la nature du stress initial (Ap toxité versus axotomie)
puisse conditionner le mécanisme destructeur a [’origine de la perte synaptique.
Volontairement je ne parlerai pas plus longuement de la synapse et du devenir de 1’¢lément
post-synaptique, puisqu’il s’agit du sujet de Bérangere Deléglise. A ce sujet, je tiens a
remercier Bérangére Deléglise de m’avoir permis de parler de ses résultats concernant le

réseau orienté cortex hippocampe.

En perspective, il sera important de compléter nos resultats principalement obtenus a partir
d’outils pharmacologiques, par des approches génétique et biochimique. Ces résultats
devraient étre recueillis d’ici peu, puisque nous sommes actuellement en train de mettre au

point un protocole adapter a la microfluidique.

Concernant les 2 projets qui vont ont été présentés, Bérangere Deléglise (actuellement en
3émé année de thése) continuera le projet « AB » en étudiant I’implication des courants

glutamatergiques dans les mécanismes de dégenérescence trans-synaptique, tandis que
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Benjamin Lassus (actuellement en Master 2) et Eric Duplus (maitre de conférence) prendront
la suite du projet «SirT3» en se focalisant sur les conséquences de 1’altération de la
dynamique mitochondriale envers la DA. Enfin, les résultats trés intéressants concernant
Sirt3, nous conduirons a déterminer plus finement le(s) mécanisme(s) d’action de cette

protéine en approfondissant chacune des pistes que j’ai mentionnées dans la discussion.
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Annexe 1 :

Wallerian-like degeneration of central neurons after synchronized and geometrically
registered mass axotomy in a three-compartmental microfluidic chip.

Kilinc D, Peyrin JM, Soubeyre V, Magnifico S, Saias L, Viovy JL, Brugg B
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Abstract Degeneration of central axons may occur tol-
lowing injury or due to various diseases and 1t Involves
complex molecular mechanisms that need to be elucidated.
Existing in vitro axotomy models are difficult to perform,
and they provide limited information on the localization of
events along the axon. We present here a novel experi-
mental model system, based on microfluidic isolation,
which consists of three distinct compartments, Intercon-
nected by parallel microchannels allowing axon outgrowth.
Neurons cultured in one compartment successfully elon-
gated their axons to cross a short central compartment and
invade the outermost compartment. This design provides
an Interesting model system tor studying axonal degener-
ation and death mechanisms, with a previously impossible
spatial and temporal control on specific molecular path-
ways. We provide a proot-ot-concept of the system by
reporting its application to a well-characterized experi-
mental paradigm, axotomy-induced Wallerian degenera-
tion in primary central neurons. Using this model, we
applied localized central axotomy by a brief, 1solated flux
of detergent. We report that mouse embryonic cortical
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neurons exhibit rapid Wallerian-like distal degeneration
but no somatic death following central axotomy. Distal
axons show progressive degeneration leading to axonal
beading and cytoskeletal fragmentation within a few hours
after axotomy. Degeneration is asynchronous, reminiscent
of in vivo Wallerian degeneration. Axonal cytoskeletal
tragmentation is significantly delayed with nicotinamide
adenine dinucleotide pretreatment, but it does not change
when distal calpain or caspase activity is inhibited. These
findings, consistent with previous experiments in vivo,
confirm the power and biological relevance ot this micro-
fluidic architecture.

keywords  Central nervous system -

Wallerian degeneration - Microfluidic cell culture -
In vitro axotomy - Axonal degeneration

Introduction

Axon elimination or pruning without neuronal death 1s a
process to selectively remove redundant neuronal connec-
tions during normal development of the nervous system.
Pathological degeneration, on the other hand, may occur in
various neurological diseases (Luo and O Leary 2005) or in
response to injury (Houle and Tessler 2003). Axotomy, the
severing of the axon from the cell body, initiates a series of
pathological events, termed Wallerian degeneration, which
result in the degeneration of the distal stump ( Griffin et al.
1995; Waller 1850). In embryonic neurons axotomy indu-
ces apoptosis; however, In the adult neuron apoptosis 1s
only induced if the axotomy site is close to the cell body
(Aguayo et al. 1991). Wallerian degeneration is charac-
terized by a rapid breakdown of the axonal cytoskeleton
distal to the severing site, following a latency of variable
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duration, leading to axonal fragmentation and subsequent
phagocytosis of axonal debris by recruited glial cells and
macrophages (Beirowski et al. 2005). Axonal degeneration
may also occur in a distal-to-proximal manner due to
various neurological diseases such as amyotrophic lateral
sclerosis, spinal muscular atrophy or peripheral neuropa-
thy. In its final stages, this so-called “dying back™ degen-
eration exhibits axonal fragmentation similar to Wallerian
degeneration (Griffin et al. 1995; Raff et al. 2002). In
addition, neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s,
Parkinson’s, and Huntington's cause axonal degeneration
which is important in the occurrence of clinical symptoms
(Bossy-Wetzel et al. 2004). Wallerian-like degeneration
following stroke (Kuhn et al. 1989) and traumatic axonal
injury (Buki and Povlishock 2006) are well documented;
however, it is not clear if axotomy-induced Wallerian
degeneration is relevant for studying central nervous sys-
tem (CNS) disease mechanisms. In order to understand the
complex mechanisms involved in the injury-induced axo-
nal degeneration, and to test potential therapeutic approa-
ches, we have developed an experimental model system
that enables simultaneous in vitro axotomy of a large
number of primary CNS neurons, and provides exclusive
access to proximal and distal segments before and after
axotomy.

Axotomy in the peripheral nervous system (PNS) has
been studied extensively in vivo by transection or crush of
the rodent sciatic nerve (Hanz et al. 2003; Beirowski et al.
2009; Glass et al. 1993). In the CNS, in vivo axotomy has
been conducted by crushing sensory neurons in sea slug
(Ambron et al. 1995), by transecting individual axons in
mouse spinal cord using fine needles (Kerschensteiner et al.
2005), by applying fluid percussion trauma to rat brain
(Singleton et al. 2002), or by transecting the optic nerve
(Aguayo et al. 1991). Recently, single axons of the nema-
tode have been cut by vaporizing 5-pm segments with light
from a femtosecond pulsed laser (Yanik et al. 2004). CNS
axotomy has also been studied in vitro by transecting axons
originating from chick dorsal root ganglion (DRG) explants
with fine glass capillaries (Gallo 2004), mouse DRG
explants with needles (Araki et al. 2004), and rat cortical
neurons with glass microelectrodes (Mandolesi et al. 2004 ).
Very recently, cortical and DRG axons were cut within
microfluidic channels using light from a femtosecond
pulsed laser with high precision (Kim et al.2009). In vitro
axotomy models may be preferred over in vivo models due
to their practical advantages and the fine control on the
target axon population they provide. However, available
in vitro models require specialized tools and skills as
well as considerable experiment time, since each axon has
to be selected and microdissected individually. In addition,
their interpretation is limited by the intrinsic randomness
and heterogeneity of axons grown in vitro. An improved
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experimental model system that simplifies in vitro axotomy
and provides better control on the geometry is thus highly
needed.

Microfluidics, the manipulation of small liquid volumes
(10_{"—10_'R 1) using channels with dimensions of tens to
hundreds of micrometers, have been recently introduced to
neurobiology research (Weibel et al. 2005). Since neurons
are particularly sensitive to environmental cues such as
substrate properties (Fan et al. 2002) and temperature
(Pearce et al. 2005), microfluidic culture systems for neu-
rons have additional design constraints as compared to
systems for the culture of other cell types (EI-Ali et al.
2006). Microfluidic systems have already been employed
for studying neuronal stem cell differentiation (Chung et al.
2005; Nakashima and Yasuda 2007), pharmacological
interactions (Ravula et al. 2007), electrophysiology (Mor-
ales et al. 2008; Morin et al. 2006), and neuron-based
biosensing (Sato et al. 2006). Applying mechanical con-
straints to axon outgrowth (Francisco et al. 2007) and
testing the effect of biochemical factors (Vahidi et al.
2008) have been other recent uses of microfluidic tech-
nology in neuroscience research. Axonal regeneration fol-
lowing mechanical injury has been demonstrated in a
microfluidic chip based on subcellular compartmentaliza-
tion achieved by fluidic isolation (Taylor et al. 2005).
Although this particular injury model provides a useful tool
to study axonal regeneration in CNS neurons, it does not
allow the study of distal axon degeneration, since the distal
segments of axons are completely destroyed at the time of
mechanical injury (Taylor et al. 2005). New experimental
model systems based on subcellular compartmentalization
are thus necessary to elucidate disease- or injury-induced
axonal degeneration mechanisms.

In this article, we report a novel, three-compartmental
neuronal culture system for inducing local axotomy and
treating distal and proximal axons independently. In con-
trast to available in vitro CNS axotomy models, this novel
design enables simultaneous axotomy of a large number of
axons at a similar distance from the cell body, thereby
providing a time and cost effective model for CNS axotomy
studies. Moreover, exclusive access to proximal and distal
compartments before and after axotomy, provided by
microfluidic isolation, enables the examination of various
molecular mechanisms. Spatial and temporal dissociation
of the molecular mechanisms involved in the axotomy-
induced degeneration cascade provides a deeper under-
standing of the axon degeneration and its role in neurode-
generative diseases. Using this novel model system we
applied central axotomy to cultured primary CNS neurons
and investigated major molecular pathways associated with
neurodegeneration. Our findings indicate that central axot-
omy induces Wallerian-like distal axon degeneration in
CNS neurons as previously reported in PNS neurons. We
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thus confirm that our in vitro axotomy model can be a rel-
evant model system for studying CNS axon degeneration.

Materials and Methods
Circuit Design and Fabrication

We developed a novel tri-compartmental microfluidic neu-
ron culture system (Fig. 1) based on a previously estab-
lished bi-compartmental design, using microchannels for
directed axon outgrowth and compartmentalization of the
culture (Taylor et al. 2005). The three-compartmental
neuronal circuits were fabricated using standard photoli-
thography methods (Weibel et al. 2007). The circuit design
consists of somatic and axonal compartments, each 1 mm
long, and a 100 pm long central compartment. The com-
partments are connected to each other by 10 um wide,

Fig. 1 (a) Technical drawing of
the three-compartmental
microfluidic circuit (dimensions
given in um). (b) A photograph
showing fluidic isolation of
somatic (red), central (black),
and axonal (green)
compartments. (¢) Three-
dimensional representation of
the circuit with 1-mm high
reservoirs. (d) Detail image
showing the boxed area in C

3 pm high, and 450 pm long parallel microchannels that
are 20 pm apart from each other (Fig. 1). The height of all
compartments is 55 pm. In order to fabricate masters with
elements of two different depths, two layers of photoresist
were used. Silica wafers were heated to 150°C and acti-
vated by plasma treatment for 30s. The first layer of
photoresist SU8-2002 (Microchem, Newton, USA) was
spin-coated on the wafer at 2000 rpm followed by a soft-
bake at 65°C for 2 min and at 95°C for 4 min. The master
is then exposed to UV light through an optic mask con-
taining the microchannel features. Following the hard-
bake, microchannels of 2—3 pm height were developed in
SU8 developer (Microchem). A layer of dry film SY355
(Elga Europe, Milano, Italy) was then laminated on the
wafer at a thickness of 55 pm at 70°C. A second mask
containing compartment geometries was aligned over the
SUS8 patterns and exposed to UV light. The second layer
was then baked at 120°C for 5 min and developed in BMR
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developer (Elga Europe) and then rinsed with isopropanol.
3—4 mm thick Polydimethylsiloxane (PDMS; Dow Corn-
ing, Midland, USA) pads were cast at 70°C for 2—-3 h using
masters which contain four circuits with identical design
pattern. Through holes were punched out with a 4 mm-
diameter metallic biopsy punch to create reservoirs for
culture medium. The punched area was slightly larger than
the well area of the circuit design and enclosed it com-
pletely. The pads were then irreversibly bonded to glass
coverslips (Menzel Glass, Braunschwein, Germany) by
activating their surfaces with an air plasma generator
(Diener Electronic, Nagold, Germany) and manually
placing them on top of coverslips whose surfaces were also
activated. The circuits were sterilized with UV light and
treated with 10 pg/ml Poly-p-lysine (Sigma—Aldrich, Saint
Louis, USA) overnight.

Neuron Culture and Treatments

Mouse cortices at embryonic day 14 were dissected and
dissociated as described elsefwhere (Willaime et al. 2001).
Neurons were seeded at a density of 10° cells/cm® which
yields to approximately 4000 neurons in the somatic
compartment. DMEM containing 4.5 g/l p-glucose and
pyruvate (Invitrogen, Carlsbad, USA) supplemented with
10% FBS (PAA Laboratories, Pasching, Germany) and 2%
B27 (Invitrogen) was used as culture medium. The medium
was replaced every 3 days prior to experiment and the
cultures were kept in an incubator at 37°C and 5% CO..
The experiments were conducted at 7-8 days in vitro.
Calpain inhibitor N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO (ALLN;
10 puM; Calbiochem), general inhibitor of caspase Z-V-A-
D-Fluoromethy! ketone (z-VAD; 20 uM; R&D Systems,
Minneapolis, USA), and f-Nicotinamide adenine dinucle-
otide hydrate (SNAD; 5 mM; Sigma) were used as treat-
ment paradigms.

Axotomy Procedure

Axotomy of axons was conducted by flowing 15 pl med-
ium with 0.1% saponin through the central compartment
for 2 min while over-pressurizing axonal and somatic
compartments (with 40 pl medium in each) to prevent flow
of the detergent into the axonal microchannels. At the end
of 2 min period, saponin containing medium was removed
and the central compartment was rinsed with culture
medium for another 5 min, followed by the addition of new
culture medium.

Flow and Diffusion Experiments

A series of flow and diffusion experiments were conducted
in order to verify that (i) axotomy is localized to the central

@ Springer

compartment and (ii) long-term treatments remain confined
in the individual compartments they are addressed to.
Simulation of the axotomy procedure was conducted by
flowing fluorescent microspheres with 1 pm diameter
(Invitrogen) suspended in saponin-PBS solution and
tracking the flow using video microscopy. In separate
experiments, Alexa Fluor 555-conjugated goat anti-rabbit
Immunoglobulin G (IgG; 1:100; Invitrogen) was used as a
tracer to measure the extent of particle diffusion both
during axotomy and during long-term treatments. The
concentration—fluorescence relation was established by
imaging compartments filled with different dilutions of the
tracer, and a linear relationship between fluorescence signal
and tracer concentration was found in the two-log range
(}vi’2 = 0.99). Three circuits per experiment and three
regions per compartment were imaged at designated time
points to quantify the diffusion of the marker (i) from
central compartment to the somatic compartment during
axotomy and (ii) from the axonal compartment to the
central and somatic compartments during long-term treat-
ment. A nonspecific signal was acquired by using the DAPI
filter and subtracted from the Alexa Fluor 555 signal to
eliminate the variation in the signal intensity due to local
illumination differences. Axotomy was simulated by add-
ing 100% tracer to the detergent solution and using the
same volume combination as in the axotomy experiments.
Images were acquired at 2, 5, and 10 min following the
addition of marker-containing detergent solution into the
reservoir. Long-term diffusion of molecules was simulated
by adding the tracer into the axonal compartment and
balancing the circuit by placing equal volumes to other
reservoirs. Images were acquired at 1, 2, 4, and 8 h fol-
lowing the addition of the marker to the axonal compart-
ment. In addition, a multi-tracer time-lapse simulation of
axotomy was conducted by placing 500 nM CellTracker
Blue-CMAC (Invitrogen; MW = 209.63 Da) to the side
compartments and 0.5 mg/ml Texas Red Dextran (Invit-
rogen; MW = 10 kDa) in the detergent solution.

Measurement of Calpain Activity

To detect calpain activity in living neurons, the fluorogenic
calpain substrate 7-amino-4-chloromethylcoumarin, r-BOC-
I-leucyl-I-methionine amide (t-BOC; Invitrogen) was used.
Steady state calpain activity results in an increase in the
t-BOC fluorescence due to the accumulation of fluorescent
end product of the calpain substrate. Changes in calpain
activity can be detected by considering the rate of change
in the signal intensity (Kilinc et al. 2009). Culture medium
containing 10 pM t-BOC was introduced to neurons fol-
lowing axotomy. Registered areas on microfluidic circuits
were imaged twice with an interval of 10 min at 15-20 min
and 25-30 min after the addition of t-BOC. The change in
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the t-BOC signal intensity during the 10 min interval is
measured for individual axons, and this value was used for
comparing different experimental groups.

Immunocytochemistry

Neuron cultures were fixed with 4% Paraformaldehyde
(Sigma) at designated time points for immunocytochemis-
try. Circuits were immunostained with anti-MAP2 (rabbit
IgG, 1:300; Chemicom, Temecula, USA), monoclonal anti-
p-TI-tubulin (mouse TgG, 1:300; Sigma) for cytoskeletal
protein content and stained with Hoechst 33342 (1:25,000;
Sigma) to reveal nuclei. In a separate experiment, circuits
were also stained with anti-glial fibrillary acidic protein
(GFAP, rabbit IgG, 1:500; DakoCytomation, Glostrup,
Denmark), a marker for astrocytes. A subset of cultures was
subjected to simultaneous fixing and extraction, a procedure
that removes free tubulin from cytoplasm while fixing
microtubules (Gallo and Letourneau 1999). These cultures
were immunostained with FITC-conjugated monoclonal
anti-z-tubulin (Sigma) and stained with Alexa Fluor 555
Phalloidin (Invitrogen) to reveal microtubules and actin
cytoskeleton, respectively. Images were acquired with an
inverted epi-fluorescent microscope (Zeiss, Goettingen,
Germany) equipped with a CoolSnap HQ2 camera (Roper
Scientific, Ottobrunn, Germany) and using micro-manager
image acquisition software (http://www.micro-manager.org).

Quantification

We analyzed axonal degeneration by comparing axonal
tubulin staining among experimental groups. Cortical neu-
rons require high seeding density; subsequently, a very high
number of axons cross to the distal compartment making it
difficult to quantify individual axons. Crossing of axons
from central to distal compartment was quantified by mea-
suring tubulin staining intensity of fixed cultures in defined
regions at channel exits and calculating their ratio. We also
developed an automated quantification method for axon
fragmentation and cross-checked the automated results with
manual counting results. Using a macro developed in NIH
Imagel software (http://rsbweb.nih.gov/ij/) that utilizes Otsu
thresholding algorithm (Otsu 1979), and a particle analyzer
algorithm of Imagel, axonal regions with a circularity
greater than 0.9 were determined. The total area of such
regions was calculated, and this value was normalized by the
total axonal area, which was measured from the thresholded
image. This ratio, termed fragmentation index, is an indi-
cator of the average axonal fragmentation level of the axons
and is used in statistical comparisons. Image analysis steps
are demonstrated for axonal images with indices of 0.005,
0.083, and 0.157 (corresponding to <5%, 50%, and =95%
fragmentation, respectively) in Supplementary Figure 1.

Somatic death was quantified by dividing the number of cell
bodies with condensed bright staining of Hoechst dye by the
total number of cell bodies. At least five images were ana-
lyzed per circuit for both axonal degeneration and somatic
death quantification. Hoechst count was conducted blindly.
The growth cone density was quantified by counting dense
actin structures resembling normal growth cones and nor-
malizing this number with the total axon area of the corre-
sponding imaging field using tubulin co-staining.

Statistical Analysis

In statistical calculations, N represents the number of
individual circuits. Five randomly selected imaging fields
were analyzed for each compartment. Data were expressed
as mean =+ standard error of the mean (SEM). Statistical
analysis was performed using one way analysis of variance
(ANOVA), followed by Kramer’'s modification of Tukey’s
post hoc test to determine significance values between
different experimental groups.

Results

Experimental Control of Fluid Flow During Central
Axotomy and Long-Term Treatment

Liquids in microfluidic systems flow from high pressure to
low pressure regions, as in all fluidic circuits. To achieve a
controlled flow of a liquid through a compartment, a
hydrostatic pressure gradient is created by placing different
amounts of liquid in opposite reservoirs. In order to obtain
a map of flow during our experiments, we first performed
model experiments using fluorescent microspheres as
tracers in the flowing liquid. Flow of the microsphere-
containing detergent solution through the central com-
partment was obtained by preparing a volume difference of
15 vs. 0 pl between the inlet and outlet of the central
compartment, while side compartments were over-pres-
surized with 40 pl PBS in both reservoirs (all reservoirs
have the same cross-section, so hydrostatic pressures at
the interface between a reservoir and the corresponding
microchannel are proportional to the loaded wvolume).
Images acquired during the first 180s of the flow demon-
strate that the detergent solution does not enter into the
microchannels. The 120s time point image was taken from
the downstream portion of the central compartment;
whereas at other time points, images were taken from the
upstream portion (Fig. 2a; Supplementary Movie 1). In the
downstream portion, the flow of the microspheres is limited
to the central core (facing arrows) of the compartment,
indicating a flow from the over-pressurized somatic and
axonal compartments. A reverse experiment was conducted
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Fig. 2 Simulation of central axotomy procedure. (a) Pressure driven
flow of the saponin solution through the central compartment is
restricted to this compartment as visualized by fluorescent micro-
spheres. In the downstream portion of the compartment (120 s time
point), the flow is further restricted to the central core (facing arrows)
due to the flow from opposing compartments. Scale bar = 50 pm.
Numbers denote time after the initiation of flow in seconds. (h)
Higher magnification image of the boxed region in A. Scale
bar = 20 pm. (¢} The reverse experiment with fluorescent micro-
spheres placed in opposing compartments. Numerous microspheres
can be seen in microchannels indicating flow towards the central

by placing the microspheres in side compartments and
flowing microsphere-free detergent solution through the
central compartment, using same the volume configuration
described above. The movement of the tracers demon-
strates a flow from the over-pressurized side compartments
towards the central compartment. At 120s time point
numerous tracer microspheres can be found in the micro-
channels, and occasional flow of microspheres can be
observed at later time points (Fig. 2c).

Fluorescently labeled IgG and Dextran molecules were
used as diffusion tracers. During axotomy simulation, there
was no tracer diffusion away from the central compartment;
however, the tracer concentration in the central compart-
ment decreased linearly (R? = 0.99; Table 1). At the 3 min
time point, tracer in the central compartment was observed
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compartment. Inter-compartmental flow persists even after 2 min,
shown by the movement of additional microspheres (arrows).
Vertical arrows denote flow direction. Scale bar = 50 pm. (d)
Distribution of fluorescent tracer in the upstream and downstream
portion of the central compartment 3 min after simulated axotomy. A
plot of pixel values along the horizontal lines shows a rectangular
profile for the upstream portion (gray plot) and a bell-like curve for
the downstream portion (black plot); indicating that the detergent flow
is focused into the core of the channel at the downstream portion due
to the flow from the opposing compartments

to be focused to the central core of the compartment at the
downstream portion, but not in the upstream portion sug-
gesting a flow of PBS from side compartments (Fig. 2d).

Table 1 Tracer diffusion during axotomy

2 min 5 min 10 min
Somatic compartment  (0.02 £0.29 018 £ 030 0.29 £ 0.31
Central compartment  68.4 £+ 9.8 58.1 £ 39 449 £ 58

Tracer concentration is linearly related to the fluorescent signal
(R* = 0.99). Values are given inpercentage of maximum concentration
and represent the averages of three circuits where three regions were
imaged per compartment. 100% tracer is added to the central com-
partment at zero time point. It is evident that during axotomy simula-
tion, the tracer does not diffuse to the somatic or axonal compartments:
instead, it is diluted by the influx from these compartments
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Table 2 Tracer diffusion during long-term treatment

Oh 1h 2h 4h 8 h
Axonal compartment 832 £ 791 72.8 £ 0.52 66.7 £ 0.55 76.1 £ 4.79 69.4 £ 10.7
Central compartment 1.41 £ 1.36 423 +£ 425 13.3 £0.70 13.5 £ 0.11 13.1 £ 0.60
Somatic compartment 0.26 £ 0.13 0.34 £ 0.13 0.32 £0.02 0.37 £ 0.15 0.26 £ 0.00

Tracer conceniration is linearly related to the fluorescent signal (R* > 0.99). Values are given in percentage of maximum concentration and
represent the averages of three circuits where three regions were imaged per compartment. 100% tracer is added to the axonal compartment at
zero time point. It is evident that the tracer reaches a steady concentration at the central compartment but cannot reach the somatic compartment

The axotomy procedure was also simulated by using two
different tracer molecules in order to visualize the flow
dynamics of both the detergent solution and the medium in
the side compartments. The volume configuration described
above was used where the side compartments contained
blue tracer and the detergent solution contained red tracer. It
is evident that the detergent solution flushes out the medium
in the central compartment and completely fills it in less
than 10s following its placement to the top reservoir
(Supplementary Movie 2). In the downstream portion of the
central compartment where the pressure gradient is highest,
the blue tracer from side compartments can be seen to flow
into the central compartment over time (Supplementary
Movie 3).

Additional experiments were conducted to measure the
extent of particle diffusion from one side compartment to
the other side compartment during long term treatments.
Equal liquid volumes were applied to each reservoir, and
the tracer was added to the distal compartment. Starting
with 2 h time point, a substantial diffusion of the tracer to
the central compartment (up to 18% of the maximal con-
centration) was observed; however, no tracer was detected
in the somatic compartment (Table 2), suggesting that the
central compartment acted as a sink for long-term particle
diffusion between the two side compartments.

Collectively, these experiments demonstrate that in the
timeframe of axotomy experiments, the flow of the deter-
gent-containing medium through the central compartment
during axotomy is confined to this compartment due to
pressure-driven inflow through the microchannels. Also,
the long-term diffusion of molecules from axonal com-
partment is maintained within the central compartment and
cannot reach the opposite somatic compartment, thus
enabling us to treat axonal and somatic compartments
independently.

Cortical Neuron Culture in Three-compartmental
Microfluidic Devices

Neurons isolated from embryonic mouse cortex were see-
ded at a relatively high cell density. Approximately 5% of
the cells seeded in the somatic compartment after 8 days of
culture were found to be astrocytes, assessed by GFAP

staining (not shown). Each circuit involved 167 parallel
microchannels, and allowed the crossing of hundreds of
axons to the central compartment. Most of these axons
continued their extension and reached the distal compart-
ment, forming a total length of 1.5-2 mm (Fig. 3). 38.3 £
3.4% of the axons (N = 11 control circuits) that reached
the central compartment also reached the axonal com-
partment by 8 days in vitro. The length of the central
compartment is critical for efficient invasion of the distal
compartment by axons. Axons tend to fasciculate within
microchannels, but when entering the central compartment,
they slightly splay apart and divert from their trajectories
(Fig. 3a). A compartment length of 100 pm was found
suitable for allowing the entrance of a large portion of the
axons into the second set of microchannels.

Central Axotomy Induces Growth Cone Collapse
and Wallerian-like Distal Degeneration

Central axotomy was conducted by a brief pulse of 0.1%
saponin flowing over the central compartment. This cor-
responds to a segment along the axons at most 100 pum
long depending on the position in the central compartment
(due to the progressive confinement of the saponin flow by
liquid exiting from the microchannels), and at least 450 pum
away from their cell bodies. Axotomy causes complete
removal of the central segment of axons (Fig. 3b). Axot-
omy induced progressive distal degeneration in the axon,
leading to axonal bead formation and fragmentation,
whereas cell bodies did not show any morphological
alterations (Fig. 4a). Distal axonal fragmentation was
quantified at different post-injury time points by analyzing
tubulin staining images of fixed axons. In the axotomy
group, the fragmentation index increased significantly
between all time points studied, before reaching a plateau
at 8 h. Starting with 4 h time point, axonal fragmentation
was significantly higher in the axotomy group compared to
sham controls, which underwent the exact protocol except
that there was no saponin in the medium flown through the
central compartment (Fig. 4b).

Axonal growth cones are indicative of elongating axons,
and normally exhibit a characteristic morphology where
actin filaments form thin filopodia and veil-like lamellipodia
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Fig. 3 (a) Cortical neuron morphology within microchannels and
central compartment. Neurons were stained against f-3-tubulin
(green) and F-actin (red). The variation in signal intensity is due to
the variation in staining efficiency within microchannels. Axons
usually follow the edges of microchannels and form bundles that
splay apart at the entry to the compartment. Scale bar = 10 um.
Boxed regions are 3.6 x magnified and their contrast is enhanced. (b)

(Gallo and Letourneau 2004). In control neurons, growth
cones are abundant and display characteristic actin-dense
morphology; in axotomized neurons, in contrast, actin
staining is less concentrated at the tips, indicating the col-
lapse of the growth cone (Fig. 5a). 1 h after axotomy, the
axons are structurally intact but the number of growth cones
normalized by the total axon mass is found to be signifi-
cantly lower compared to the control cultures (Fig. 5a).

In vivo, axotomy-induced distal axon degeneration has
been shown to be heterogeneous in timing: At a given time
point, simultaneously severed axons showed distinct mor-
phologies, ranging from intact axons to complete frag-
mentation (Beirowski et al. 2005). In our experiments, at
early time points following axotomy, we observed intact,
beaded, and completely fragmented axons in the same
distal compartment, suggesting asynchronous degeneration
of distal axons (Fig. 5b). In vivo, axotomy-induced Wal-
lerian degeneration has been demonstrated to progress in
the anterograde direction and in a wave-like fashion within
individual axons (Beirowski et al. 2005). At 8 h following
axotomy, we observed a fraction of degenerating axons
that are completely fragmented in the proximal segment,
beaded in the central segment and intact in the distal
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Sham control (top) and axotomized (bottom) neurons in three-
compartmental microfluidic circuits. Somatic and axonal images are
overlays of f-3-tubulin (green), MAP2 (red), and Hoechst (blue)
staining; central images have also phase contrast image in the overlay.
Axotomy results in complete destruction of the central segment of the
axons; however, neuronal integrity is well preserved in both somatic
and axonal compartments. Scale bar = 20 um

segment (Fig. 5¢). These distinct regions with character-
istic morphologies displayed in the same distal axon stump
may be indicative of anterograde progression of the
degeneration “wave” in our axotomy model.

Distal Degeneration is Delayed by fNAD Protection
but Not by Caspase or Calpain Inhibition

Early calpain activation in Wallerian degeneration was
shown to precede morphological events in both in vivo and
in vitro model systems (Glass et al. 2002). Caspases, on the
other hand, have been shown to be activated in cell bodies
of axotomized neurons but not in distal axon segments
undergoing Wallerian degeneration (Finn et al. 2000). We
tested whether axotomy-induced distal axon fragmentation
could be blocked by inhibiting local calpain or caspase
activity. Post-injury axonal calpain and caspase activity
was inhibited using specific inhibitors of these proteases,
ALLN and z-VAD, respectively. We first determined
that axotomy induces calpain activity and that this activ-
ity can be blocked by ALLN, by using a reporter mole-
cule that fluoresces when specifically cleaved by calpain



Neurotox Res (2011) 19:149-161

157

Soma

]

Center Axon

Sham 24h

3 Axotomy 4h Axotomy 2h Axotomy lh

Axotomy 8h

T Axotomy 24h

O Sham

W Axolomy

0.150

0,000 +———-— V‘". V—I J

Time Ih]

Axon Fragmentation Index

|

Fig. 4 Axonal degeneration and somatic survival following central
axotomy to cortical neurons. (b) Example areas showing somatic
[Hoechst staining) central, and axonal compartments (f-3-wbulin
staining) at different time points post-injury. Axotomy induced
progressive distal degeneration leading to axonal beading and
microtubule fragmentation. Scale bar = 20 um. (b) Axonal fragmen-
lation index is significantly higher than controls starting with 4 h time
point. An index value above 0.15 corresponds to the complete
fragmentation of distal axons. Dark bars represent axotomized
cultures; light bars represent sham controls. N =3 independent
circuits for axotomy: N = 2 independent circuits for sham controls.
Error bars denote SEM. #* p < 0.05; ** p < 0.01; ANOVA is
followed by t-test

(Supplementary Figure 2). We then conducted timed
experiments to test the effect of local treatments. Distal
axonal fragmentation was not affected by either calpain or
caspase inhibition (Fig. 6).

In vitro Wallerian degeneration of axons of DRG
explants were significantly delayed when these neurons
were pretreated with fNAD for at least 24 h (Araki et al.
2004). To test whether and to what extent fNAD pre-
treatment protects axotomy-induced degeneration in our
model system, we treated neurons with 5 mM BNAD
starting 2 days prior to axotomy and continuing thereafter.
Distal axonal fragmentation was significantly blocked in
PNAD treated neurons until the 8 h time point; however,
no significant protection is evident at the 24 h time point
(Fig. 6). Post-axotomy treatment of neurons with SNAD
did not provide any protection against axonal fragmenta-
tion (not shown). Viability of axotomized neurons with or
without treatment was not significantly different than that
of the sham controls at 24 h time point, indicating that
distal degeneration is the major consequence of central
axotomy (Supplementary Figure 3).

Discussion

Simultaneous axotomy of a large number of primary neu-
rons may provide an interesting in vitro model system to
study molecular mechanisms of axonal degeneration in a
strictly controlled environment and a highly scalable tash-
ion. Fluidic separation of proximal and distal neuronal
compartments prior to and following axotomy enables
exclusive access to somata and axons, allowing a variety of
injury paradigms and therapeutic approaches to be tested.
Such a model system could also be useful in the screening of
pharmacological agents that target neurodegenerative
mechanisms, using well-characterized paradigms such as
Wallerian degeneration. Moreover, this model system can
also be used for the local application of many soluble sub-
stances, with multiple potential uses in neuroscience field. In
this study, we induced localized axotomy to primary central
neurons and characterized distal axonal degeneration.
Axotomy induced Wallerian-like, asynchronous, progres-
sive distal degeneration that could be delayed by fNAD
pretreatment; whereas post-axotomy inhibition of distal
calpain or caspase activity did not affect the final outcome.

Subcellular compartmentalization of neurons using
microfluidic systems was previously described (Taylor et al.
2005). The fluidic isolation of a single compartment was
demonstrated over a 20-h period by using fluorescent dex-
tran and radioactive methionine as markers; however, the
extent of dilution of the tracer molecules by the flow from
the over-pressurized compartment was not reported in that
study (Taylor et al. 2005). We performed a flow mapping of
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Fig. 5 (a) Actin and tubulin co-staining shows early growth cone
collapse following axotomy. The number of established growth cones
decreases significantly 1h following axotomy, even though the
axonal cytoskeleton is intact. Actin filaments are concentrated at the
tips of intact axons whereas a more diffuse distribution is observed at
the tips of cut axons. Scale bars = 20 um (left panels) and 5 um
(right panels). (b) Heterogeneity of axotomy-induced distal degen-
eration can be seen at 4 h post-axotomy. Coexistence of intact (Luo
and O’Leary 2005), beaded (Houle and Tessler 2003), and completely
fragmented (Griffin et al. 1995) axons suggests asynchronous distal
degeneration of axons which underwent simultaneous axotomy at
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Fig. 6 Axonal fragmentation indices were calculated for different
experimental groups al each time point. An index value above 0.15
corresponds to the complete fragmentation of distal axons. Post-
axolomy treatment of distal axons with calpain inhibitor ALLN
(10 uM) or caspase inhibitor z-VAD (20 uM) did not provide any
protection. Pretreatment with fNAD (5 mM) delayed axotomy-
induced increase in fragmentation. Error bars represent SEM.
ANOVA 1s followed by t-test. * p < 0.05, ** p < (.01
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approximately same distance from their cell bodies. Boxed areas are
2x magnified and pseudo-colored images of the axons of interest are
superposed. Scale bar = 50 um. (¢) Anterograde progression of
axonal degeneration at 8 h following central axotomy. The axon distal
to the axotomy site is completely fragmented except the most distal
segment shown. The proximal portion of this segment exhibits heavy
beading (insets 4 and 5), whereas the distal portion is intact (inset 7).
A short transition zone (inset 6) separates beaded and intact regions of
the axon, suggesting a wave-like anterograde progression of degen-
eration. Boxed areas are 4x magnified and pseudo-colored to display
axonal continuity. Scale bar = 100 um

the detergent solution through the central compartment and
examined if the detergent could diffuse to the side com-
partments. Our observation that the flow is restricted to the
central core of the central compartment, especially in the
downstream portion of the compartment, suggests that a
dilution of the detergent due to the flow from the over-
pressurized side compartments. However, we have not
observed any local variation in the distal compartment
along the detergent flow direction. Cumulatively, simula-
tion results suggest that central axotomy is well confined in
the central compartment. On the other hand, long-term
fluidic isolation of the furthermost compartment (i.e.,
somatic compartment in the case of axonal treatment) is
shown to be maintained for at least 8 h. The dye used in
these simulations interacted with PDMS polymer and lim-
ited diffusion studies to relatively short periods of time
(~8 h). However, as the diffusion of the dye to the central
compartment was stabilized at 2 h time point, we are
confident that the central compartment acted as a sink
and diffusing dye molecules never reached the somatic
compartment. Diffusion and dilution of molecules are
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potential problems for long-term isolated treatment exper-
iments in microfluidic soma-axon compartmentalization
systems; because the inter-compartmental flow necessary to
avoid diffusion dilutes the treatment especially near mi-
crochannel exits (Sutton et al. 2007). Thus the three-com-
partmental design proposed here could also be used to
stabilize these systems in terms of fluidic isolation, and
ensuring that neither the proximal nor the distal compart-
ment be contaminated by solution from the other one.
Alternatively, a pressure control device or a syringe pump
may be used to impose continuous pressure gradients
between compartments such that the steady flow prevents
molecules to diffuse upstream and the dilution is avoided by
constantly circulating the medium containing the treatment.

Wallerian degeneration, degeneration of the distal stump
of a transected axon, is a well-described phenomenon
(Waller 1850; Coleman 2005) that receives growing interest
since the recent discovery of a mutant mouse strain which
exhibits slow Wallerian degeneration (Glass et al. 1993;
Coleman 2005). A longitudinal in vivo study examining
fragmentation patterns of individual axons following tran-
section and nerve crush revealed the progressive and
directional nature of Wallerian degeneration. Peripheral
neurons that were transected simultaneously exhibited both
intact and completely fragmented distal axons, indicating
that Wallerian degeneration is an asynchronous process
(Beirowski et al. 2005; Kerschensteiner et al. 2005). Tran-
sected axons exhibited a long latency period followed by a
rapid degeneration phase, suggesting a wave of fragmen-
tation travelling in the anterograde direction from the
axotomy site (Beirowski et al. 2005; Kerschensteiner et al.
2005). Our results show that at a given time following
axotomy distal axons display very different morphologies
varying from intact to completely fragmented microtubule
cytoskeleton. We also observed distal axon stumps which
are completely fragmented in the proximal segment, beaded
in the middle segment and intact at the distal segment,
suggesting an anterograde progression of axon degenera-
tion. Cumulatively, these observations indicate that CNS
neurons undergoing local axotomy in our novel microfluidic
culture system exhibit characteristic morphological changes
similar to those observed during in vivo Wallerian degen-
eration. However, axotomy-induced degeneration occurs
faster when compared to in vivo Wallerian degeneration in
the CNS (Aguayo et al. 1991; Kerschensteiner et al. 2005)
and in vitro Wallerian degeneration in the PNS (Maclnnis
and Campenot 2005). Several reasons could account for this
enhanced vulnerability of cultured axons: (i) they are
reminiscent of developing immature axons as they grow
indefinitely in the absence of a target; (ii) they might lack
necessary trophic factors due to the absence of post-syn-
aptic neurons and supporting neuroglia; (iii) this shorter
degeneration could be a more straightforward consequence

of the shorter length of our cultured axons, as compared to
in vivo ones.

Calpains are Ca’*"-dependent cysteine proteases having
multiple physiological functions (Liu et al. 2008). They are
known to degrade cytoskeletal proteins such as microtu-
bule-associated proteins, spectrin, and tubulin (Billger et al.
1988; Johnson et al. 1991). Early activation of calpain is
believed to contribute in the progressive structural damage
in the axonal cytoskeleton following traumatic brain injury,
whereas the delayed activation is attributed to the late
phases of axonal degeneration (Saatman et al. 2003).
Axotomy-induced increase in the intracellular Ca®" con-
centration causes early calpain activation and subsequent
degeneration of the cytoskeleton (Glass et al. 2002). Inhi-
bition of calpain activity has been shown to inhibit distal
axon degeneration following axotomy in DRG explants
(Wang et al. 2000). In vivo results revealed that calpain
inhibition blocks early (30 min) changes induced by axot-
omy (Kerschensteiner et al. 2005); however, in vitro results
suggested that calpain inhibition can only delay axonal
degeneration for approximately 4 h (Zhai et al. 2003). In
our model, inhibition of distal calpain activity following
axotomy did not protect axons, even though it blocked early
calpain activity induced by axotomy. Axotomy may be
inducing multiple degenerative pathways that have different
timeframes. In in vitro models, such as ours, the pace of
axonal degeneration may be too fast to be protected by
calpain inhibition. Caspases, a family of cysteine proteases
essential in apoptosis, were shown to not be involved in
Wallerian degeneration (Finn et al. 2000). Our finding that
caspase inhibition does not alter axotomy-induced distal
fragmentation is consistent with the literature. We observed
rapid growth cone collapse following axotomy, and sig-
nificant reduction in active growth cones was observed well
before cytoskeletal fragmentation was evident. This obser-
vation suggests a dual degeneration mechanism following
axotomy, in which a rapid signal travels towards the tips of
axons and induces growth cone collapse, whereas a sec-
ondary, delayed mechanism causes cytoskeletal breakdown.
However, the molecular mechanisms responsible for these
fast and delayed effects remain to be elucidated.

Studies using the slow Wallerian degeneration mutant
mouse (W1d%), where the Wallerian degeneration is signif-
icantly delayed due to the expression of a nuclear fusion
protein (WId® protein), suggested that Wallerian degener-
ation is an active process of axonal self-destruction (Raff
et al. 2002). The chimeric WId* protein functions like the
nuclear fNAD-producing enzyme nicotinamide mononu-
cleotide adenylyl transferase 1 (Nmnat1); hence, WIdS mice
have enhanced SNAD biosynthesis. Over-expression of
Nmnatl has been shown to protect axons following in vitro
(Araki et al. 2004) but not in vivo axotomy (Conforti et al.
2007; Yahata et al. 2009). Recent studies revealed that
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Nmnat3, the mitochondrial isoform of Nmnatl, protects
transected neurons as much as Wld® (Avery et al. 2009) and
that extra-nuclear WIdS protects neurons more than the
native Wid® (Beirowski et al. 2009). These findings high-
light the importance of subcellular compartmentalization in
neurodegeneration. Our observation that fNAD pretreat-
ment successfully delays axotomy-induced distal degener-
ation is in cohort with previous reports (Araki et al. 2004),
and suggests that increased bioenergetic levels prior to
axotomy could be the critical factor in the protection. Our
in vitro axotomy model enables temporal and spatial
examination of molecular mechanisms of neurodegenera-
tion; therefore, it can be a promising tool for investigating a
variety of neuroprotective mechanisms, including SNAD
pretreatment, in the future.

Summary

We applied simultaneous axotomy to a large number of
parallel axons of cultured primary central neurons. Results
show that our novel in vitro axotomy model repeats char-
acteristic features of in vivo Wallerian degeneration such
as directional, progressive, asynchronous distal axon frag-
mentation, protection with fNAD pretreatment, and inde-
pendence of caspase pathway. Our novel model system
relies on microfluidic isolation and enables exclusive
access to proximal and distal compartments. It is thus a
powerful tool to study spatial and temporal aspects of
molecular mechanisms in neurodegeneration.
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Various experimental models are used to study brain development and degeneration. They range from
whole animal models, which preserve anatomical structures but strongly limit investigations at the
cellular level, to dissociated cell culture systems that allow detailed observation of cell phenotypes but
lack the highly ordered physiological neuron connection architecture. We describe here a platform
comprising independent cell culture chambers separated by an array of “axonal diodes”. This array
involves asymmetric micro-channels, imposing unidirectional axon connectivity with 97% selectivity. It
allows the construction of complex, oriented neuronal networks not feasible with earlier platforms.
Different neuronal subtypes could be co-cultivated for weeks, and sequential seeding of different cell
populations reproduced physiological network development. To illustrate possible applications, we
created and characterized a cortico-striatal oriented network. Functional synaptic connections were
established. The activation of striatal differentiation by cortical axons, and the synchronization of
neural activity were demonstrated. Each neuronal population and subcompartment could be

chemically addressed individually. The directionality of neural pathways being a key feature of the
nervous system organization, the axon diode concept brings in a paradigmatic change in neuronal
culture platforms, with potential applications for studying neuronal development, synaptic

transmission and neurodegenerative disorder such as Alzheimer and Parkinson diseases at the sub-

cellular, cellular and network levels.

Introduction

The brain is an exquisitely complex structure, comprising many
different interconnected neuronal areas in which each neuron makes
hundreds to thousands of specific connections with nearby and
remote cognate neurons. Varlous experimental models are used to
study brain development and/or degeneration. These models range
from whole animal models, in which the anatomical structures are
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intact but experimentation at the cellular level is severelyrestricted, to
dissociated cell culture systems allowing fine observation of cell
phenotypes but lacking the highly ordered connectivity of neurons in
thebrain. In vitre studies of neuronal connections have generally been
limited to observations of small numbers of cells in dissociated two-
dimensional (2D) cultures with random connections, or in slice
cultures, in which connections follow 3D intermingled networks that
vary from one sample to the other, and are partly severed by the
slicing process. In addition, these standard cell culture systems
cannot be used to study the spatial compartmentalization of
neuronal signals. Two major technical issues have been hampering
the elucidation of axonal and synaptic differentiation and degener-
ation: first, a separation of soma from neuronal endings is a prereq-
uisite for studying local molecular mechanisms in different sub-
cellular compartments; second. it was not possible so far to create
oriented neuronal networks involving different neuronal subtypes.
Microfluidic techniques, exploiting microfabrication tech-
nologies and the physical properties of flows at the micron
scale, are powerful tools for studying living cells.' Notably,
microfluidic devices allowing the physical separation of soma
from axons, thanks to micro-channels, were used to study
behavior** This type of system

neuronal cell allows
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pharmacological intervention focused on axons or neuronal
somas of a single neuronal subtype. However, accurate recon-
struction of oriented neuronal networks with a connectivity
similar to that formed in vive by neurons originating from
distinct brain structures was not possible because neurons
seeded in both cell culture chambers send their axons to the
respective opposite chamber.?

Here. we propose a microfluidic system allowing the recon-
struction of oriented neuronal networks involving several
different neuron populations with a predefined connection
architecture and a specific fluidic access to various cellular sub-
compartments within these networks. The key innovation of this
system is the presence of asymmetrical micro-channels that can
be penetrated by axons in a single direction, separating two
individual chambers (or more). This asymmetrical geometry
operates as a directionally selective filter for axons and as an
impermeable barrier for cell bodies. It functions as a “diode™ for
axonal projections. We seeded primary neuronal cultures in this
directional system, reconstituted cortico-striatal projections. and
demonstrated the formation of active neuronal connections. in
viva, the striatal neurons present in the neostriatum are the
principal recipients of glutamatergic cortical afferents (fibers of
axons issued from cortical neurons) from the basal ganglia ®7
Using immuno-cytochemistry and functional analysis we showed
that cortical fibers trigger full differentiation of medium spiny
neurons (neurons contained in the receiving chamber, which
were only partly differentiated before the arrival of cortical
axons), with extensive formation of dendritic spines (a
morphological signature of neuronal connections) and func-
tional glutamatergic cortico-striatal synapses. This leads to the
creation of an integrated binary neuronal network that fully
mimics the in vive neuronal pathway, opening the route to
a number of applications ranging from developmental neuro-
sciences to neuropharmacology. We finally discuss the generality
of this platform and its potential for studying localized degen-
erative events at the cellular and subcellular levels in various
neurodegenerative diseases, or for studies of physiological brain
development and neuronal communication.

d

Fig. 1

Results

Set up of an oriented microfluidic cell culture system allowing
directional axonal outgrowth

Our microfluidic neuron culture platform involves two main
features. The first one is the culture of two (or more) cell pop-
ulations in microfluidic chambers, connected by an array of
microstructures allowing axonal communication between these
chambers without mixing soma. This system was inspired from
Taylor et al* The second one is 4 new and original approach to
reproduce the directionality of neuronal connections observed in
vivo, a critical parameter for efficient neuronal functioning.
Previous studies have shown that axonal growth can be
controlled by mechanical constraints®® and that axons tend to
follow straight microfluidic structures, a property previously
used by Jeon’s Lab® to separate, in two distinct chambers, axonal
endings from neuronal somas (Fig. 1a). In an effort to optimize
the microstructures allowing crossing and invasion of the axonal
chamber, we used a multi-dimensional chip comprising 2 distinct
cell culture chambers separated by arrays of rectangular micro-
channels of decreasing width (Fig. 1b). As shown in Fig. le, the
number of axons per channel is highly correlated to the width of
the channels. Whereas large micro-channels, 20 to 15 pm wide,
allow a complete invasion of the distal chamber with 15 to 20
axons per channel, decreasing the width reduces the number of
axons entering the channels. For really narrow (<3 um) and long
micro-channels axonal length and integrity are reduced. More-
over we observed that axons encountering a wall perpendicularly
deviate, whereas axons encountering a wall tangentially continue
growing along the wall.

We tried to exploit these properties to impose a directionality
that would allow axons to grow only from one chamber (emit-
ting) to the other (receiving) and not the opposite way. Based on
the effect of width of rectangular micro-channels on axonal
crossing (Fig. 1b). we designed asymmetrical funnel-shaped
micro-channels (named “axon diodes™). The resulting oriented
microfluidic cell culture comprises two distinct cell culture
chambers (Fig. 2a). each connected to two reservoirs and
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Effect of the width entrance of rectangular straight channels on axonal crossing. (a) The microfluidic neuronal culture devices derived from ref. 3

are composed of two separate cell culture chambers separated by an array of rectangular micro-channels (500 um long, 3 pm high) with eleven vanable
width ranging from 20 to 1.5 pm by groups of 6 identical micro-channels per width. (b) Primary cortical neurons seeded in a multidimensional
microfluidic chip with variable width ranging from 20 to 1.5 um. 10 days after cell seeding, the axonal chamber was immuno-stained for tubulin. (c)
Quantification after 10 days of culture, of the number of axons exiting the micro-channels.
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separated by a series of 500 pum long, 3 um high, asymmetrical
micro-channels (Fig. 2b). Based on Fig. Ic we chose a 15 um
entrance allowing optimal axonal collection from the emitting
chamber. As shown in Fig. 2¢, when seeded in the chamber on the
wider (“emitting”) side of the axon diodes, mouse primary
cortical neurons emit axons; their entrance into the micro-
channels being facilitated by the large openings. Axons that have
entered a micro-channel tend to fasciculate and grow in bundles;
they do not stop in the narrowing section, guided by the channel
walls. In order to assess whether the funnel like channel causes
axonal “engorgement”, we then tested the influence of the nar-
rowest side width on axonal crossing. In comparison to a 15 um
wide rectangular channel, 15 to 5, 3 or 2 um wide diodes allowed
90%., 70% and 30% respectively of receiving chamber invasion
(not shown). Using a 15 to 3 um diode. 8 days after cell seeding,
the “receiving” (narrow side of the channel) chamber is massively

a

Fig. 2

invaded by axons which de-fasciculate and branch 50 to 100 um
after exiting the micro-channels (Fig. 2c).

In contrast, when neurons are seeded at the same density in the
“receiving” chamber, the number of axons reaching the opposite
chamber is greatly reduced (Fig. 2d). Axons tend to bump into
the sidewall of the cell culture chamber and keep their new
directionality by following the wall of the receiving chamber
without entering the narrow micro-channels (only a small frac-
tion is able to enter the micro-channel “tips™). The relative
amount of axon projections from both sides was quantified for
an optimal width of micro-channel tips. For 15 um wide open-
ings on the emitting side and 3 pm wide on the receiving one, the
number of axons projected with the “forbidden™ polarity (ie.
from the narrow side to the wide side) was only around 3 to 5% of
the number of axons projected along the allowed polarity
(Fig. 2e).

In vitro reconstruction of a neuronal network using “axonal diodes” in microfluidic culture devices. (a) Global 3D view of the microfluidic device

comprising asymmetrical microchannels (b) 3D view of the funnel-shaped micro-channels as observed by white-light optical profiling (WLOP) with an
interference microscope. Immunofluorescent images of microfluidic cultures (green: a-tubulin, blue: Hoechst) in which cortical neurons were seeded
either on the wide (c, 15 pm) or the narrow (d, 3 pm) side, at a concentration of 45 x 10% cells per ml. Note the lack of labeling in the wide chamber when
cortical neurons are seeded in the narrow side (d). (e) Quantification showing that the axonal diodes efficiently polarize axonal growth (*** p-value <
0.001). Phase contrast image combined with epifluorescence of a reconstructed polarized neuronal-network after 8 days in vitro. To visualize individual
axons of cortical neurons, cells were transduced with a m-cherry Sindbis viral vector (red). Cortical neurons projecting their axons into the second
chamber without a target (f) or in the presence of striatal neurons seeded in the second chamber (g). Note that striatal neurons are not infected by the
virus, indicating an effective compartmentalization of the two culture chambers. Scale bar 50 um.
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Fig. 3 Cortical afferents promote striatal neurons differentiation. (a) Dendritic MAP-2 immuno staining (red) of striatal neurons (13 DIV) receiving
cortical afferents (in green, «-tubulin). Morphological analysis of striatal neuron arborization using MAP-2 immunolabeling in the absence (b) or
presence of cortical afferents (c). Quantification of the number (d) and length (e) of striatal neuron dendrites. (d) p-Value: primary = 5.5 x 10 %,
secondary = 5.5 x 10 7, tertiary = 9.6 x 10 . (e) p-value: primary = 3.9 x 10 °, secondary = 2.1 x 10 °, tertiary = 4.6 x 10 * (n = 40 neurons per
condition (3 independent experiments). ({~h) Images of GFP-expressing striatal neurons. Striatal dendrites receiving afferents from cortical neurons
have many more dendritic spines (g and h) than those cultured alone (f). (1) Quantification of spine density (per 100 um) in GFP positive striatal dendrites
grown in the presence and absence of cortical afferents (***p-value < 0.001). Scale bar: 50 pum.
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Establishment of an oriented neuronal network

We then reconstructed oriented neuronal cortico-striatal projections.
Primary cortical neurons from the neocortex were seeded on the
emitting side of the diodes, and striatal neurons from the same mice
were seeded on the receiving side. Immunocytochemical analysis
shows that cortical cells are composed of 90% MAP2 positive
neurons among which 5 to 10% are GAD®67 inhibitory interneurons
and around 90% are VGLUT! glutamatergic neurons. After two
weeks in culture, striatal cells seeded in the receiving chamber are
composed of 80% neurons among which 90°%% are GADGT positive
inhibitory neurons (ESIL. Fig. S2t). Fig. 2f shows phase contrast
micrographs of cortical neurons projecting their axons through the
axonal diodes and connecting to the striatal neurons in the receiving
chamber after 8 days in culture (Fig. 2g). To distinguish cortical
axons growing in the striatal chamber from striatal axons and
dendrites, cortical neurons were transduced after 7 days in culture in
the emitting chamber, with a Sindbis viral vector encoding m-cherry
fluorescent protein. The viral vector transduced up to 80% of cortical
neurons. Thelr axons projecting in the receiving chamber were
stained in red and easily discriminated from unlabeled striatal axons
and dendrites (Fig. 2f and g). These axons established contacts with
striatal neurons and continued to grow across the receiving chamber
suggesting the formation of “en passant” connections as those
observed in vivo In the cortico-striatal pathway. The oriented network
in the diode devices was maintained routinely for 3 weeks in vitro,
thus allowing short and long-term experiments.

Cortical fibers establish synaptic contacts with striatal dendrites
and induce spinogenesis and striatal maturation

Having shown that cortical axons invade the receiving chambers
we tested whether the presence of cortical fibers in the receiving
chamber affected striatal differentiation. After 15 days in vitre,
cells were fixed and immunostained for MAP-2 to evaluate the

deeree of striatal neuron arborization (Fig. 3a). Pure striatal
cultures present many immature-like neurons, as compared to

the numerous mature-like multipolar neurons with extended
processes found in cortico-striatal co-cultures (compare Fig. 3b
and c). Morphometric analysis on striatal neurons grown alone
or in the presence of cortical afferents showed that the former
had in average 3 primary (starting from the soma) and secondary
dendrites (starting from primary dendrites) and no tertiary
dendrites per cell, whereas the latter had in average 4 primary,
5 secondary and 1 tertiary dendrites after 2 weeks in culture
(Fig. 3d). The dendrites of striatal neurons grown in the presence
of cortical axons were also significantly longer (Fig. 3e). Inter-
estingly this differential maturation is exacerbated after 3 weeks
in culture as shown in Fig. 3f g. Another morphological conse-
quence of the presence of cortical afferents on the formation of
striatal dendritic spines was revealed by culturing striatal
neurons from transgenic mice expressing GFP (green fluorescent
protein) under the control of an actin promoter in all cell types.
GFP positive striatal dendrites grown in the presence of cortical
afferents had many dendritic spines (40 spines per 100 pm)
whereas striatal neurons cultured alone were virtually devoid of
spines (2 spines per 100 pm) (Fig. 3f-1). These findings indicate
that cortical fibers coming from the emitting chamber promote
striatal differentiation in vitro in the receiving chamber.

To confirm that cortical fibers form synapses on striatal
dendrites, neurons were stained for the pre- and postsynaptic
markers VGLUT! and PSD-95, respectively. Whereas both
VGLUTI (Fig. 4b) and PSD-95 (Fig. 4d) show faint and sparsely
clustered signals on unconnected cortical fibers or single striatal
neurons, respectively, cortico-striatal projections (Fig. 4a and ¢)
led to a dramatically increased labeling of the presynaptic
markers along cortical axons, with dense clustering of VGLUT1
(Fig. 4a, inset a'), and clustering of the post-synaptic marker
PSD95 (Fig. 4c, inset ¢’ and ¢”) along the MAP-2 positive striatal
dendrites. Co-localization experiments showed that presynaptic
cortical VGLUT! staining is present on top of the GFP positive
striatal dendritic spines apposing to postsynaptic PSD-95 posi-
tive striatal structures (arrow heads, Fig. 4e).

Functionality of the cortico-striatal synapses

We next assessed whether the synapses of the cortico-striatal
network were active. Striatal neurons are GABAergic neurons
expressing various glutamate receptor subtypes including
members of the NMDA receptor subfamily. Electrical stimula-
tion of the glutamatergic cortico-striatal pathway triggers
a phosphorylation cascade leading to the activation of the
Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK)." Immuno-cyto-
chemical detection of phosphorylated ERK (P-ERK) in striatal
neurons shows that approximately 15% of striatal neurons
cultured alone exhibit robust P-ERK cytosolic staining (Fig. 5¢).
However P-ERK staining increases to 30% when grown in
contact with cortical fibers, indicating that cortico-striatal
connections induced a basal ERK activation (Fig. 5a and b).
When the cortical emitting compartment was stimulated with
KCL to depolarize cortical neurons, the proportion of striatal
neurons showing P-ERK staining increased to 60% (Fig. 5c¢).
This activation was partially inhibited by incubation with the
glutamatergic NMDA receptor (NMDAR) antagonist MKS01,
within the receiving striatal chamber (Fig. 5c). A Fluo4 non-
ratiometric calcium analysis ot primary neurons (Fig. 6) revealed
that cortical neurons progressively show spontaneous slow
calcium oscillation reminiscent of intrinsic cortical connectivity
(Fig. 6a-c). After 12 to 16 days in vitro, approximately 50 to 70%
of cortical neurons exhibit synchronous calcium oscillation
(Fig. 6¢), while when grown alone, striatal cells never show any
sign of calcium oscillation (Fig. 6d). In contrast, striatal neurons
connected to cortical fibers acquire spontaneous slow calcium
oscillation in synchrony with cortical fibers (Fig. 6e). a process
abolished by striatal MKS801 (Fig. 6f) or TTX (Fig. 6g)
application.

In summary, our system allows the reconstruction of an
oriented and fully mature cortico-striatal neuronal network, in
which post-synaptic neurons are functionally connected to glu-
tamatergic cortical fibers.

Discussion

Advantages of microfluidic axonal diodes for neuronal network
reconstruction in vitro

During the last few years, microfluidics has brought new perspective
in the development of models in cell biology. Several systems have
been proposed to reconstruct neuronal networks."™™ Relatively
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Fig. 4 Cortico-striatal microfluidic co-culture enhances synaptic maturation. (a and c) Striatal cultures in the presence of cortical fibers. Neurons in the
striatal chamber were immunocytochemically labeled for MAP-2 (blue), and afferents from cortical neurons for o-tubulin (green, arrowheads).
VGLUT]I (red) (a and b) and PSD95 (red) (c and d) were used as pre- and post-synaptic markers, respectively. (b) Cortical axons cultured in the absence
of striatal neurons. Note that cortical neurons present scarce and dispersed VGLUT1 clusters on their axons, reminiscent of partial maturation of
presynaptic terminals. (d) Striatal neurons cultured alone present sparse clusters of PSD-95 indicating an intermediate state of differentiation of striatal
neurons. The greater VGLUT1 (a) and PSD95 (b) staining and clustering are observed especially where cortical axons and striatal neurons seem to
connect, reminiscent of synaptic protein relocalization to cortico-striatal contacts. a’, ¢, ¢’and d': higher magnification of the synaptic markers (red) on
striatal dendrites (blue). Co-localization experiments showed that presynaptic VGLUT]1 staining is present on top of the GFP positive striatal dendritic
spines apposing to postsynaptic PSD-95 positive striatal structures (e). Scale bar: 10 pm.
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Fig. 5

Cortical depolarization induces glutamatergic neurotransmission and subsequent ERK activation. Cortico-striatal networks were grown for 12to 14

days in vitro. ERK activation was analyzed in striatal neurons by immunocytochemical detection of its phosphorylated form (P-ERK, red): P-ERK
labeling in striatal neurons (arrowheads) in basal conditions (a) and 20 min after a stimulation of the cortical somato dendritic compartment with KCI
(50 mM) (b). (c) P-ERK signal was counted in 3 independent experiments before and after KCl treatment, in the presence and absence of MKR801,
a selective NMDA glutamate receptor antagonist (* p-value < 0.05, ** p-value < 0.01). Scale bar: 20 um.

simple microfabrication tools can be used to spatially isolate the
soma of a CNS neuron from its axons and axon-terminals.>* Using
such systems Taylor et al. showed that microfluidic channels allow
fine manipulation of hippocampal auto-synapses.® In the brain,
however, different neuronal populations are connected with well-
defined topologies and polarities. Directionality is at the heart of
developmental mechanisms involved in the specific connection of
different neuronal subtypes. It is also critically involved in the
degeneration of neuronal networks in mature brains. Today. no
system is able to model a directional network comprising distinct
neuronal sub-population so far. In order to obtain directional
networks in vitro, distinct approaches can be envisioned including
axonal mechanical constraints and/or combination of specific
gradients of axonal growth cones attractant/repellent. We chose to
use physical constraints because their efficiency should not depend
on the neuronal type, allowing the use of the same microfluidic
system for all neuronal subtypes. The axonal diode concept over-
comes the limitation of previous non-polarized systems, allowing
a good selectivity towards the allowed connection direction.

The polarity is maintained over time due to several comple-
mentary effects (Fig. S11): first asymmetry imposes directionality
by a probabilistic effect, easing the entrance of axons on the wide
side of the diode in comparison to the narrowest side. Moreover,
we observed that axons from neurons, seeded in the receiving
chamber, once encountering the diode wall instead of the micro-
channels entrance tend to grow perpendicularly to the diode
along the chamber wall, without entering to a great extent the
narrow side of the diodes. This effect is probably due to axonal
stiffness that prevents frequent axonal turning. Indeed, we
noticed that once guided by a parallel microstructure, axons tend
to keep that direction for 50 to 100 um once exiting the

microstructure. Thus axons encountering a perpendicular wall
will turnand keep the new direction. Finally, once emitting axons
enter the receiving chamber it is likely that a second filtering
effect occurs via steric hindrance of the micro-channels that have
been filled. Therefore these complementary effects allow a long
lasting polarity.

Technically, this system involves a moderate increase in the
difficulty of microfabrication; it requires more care and resolu-
tion due to the smaller size of the structures, but it remains within
the scope of standard microfabrication clean rooms. Indeed. as
proposed in the Experimental section, the use of a polymer resin
secondary master made from a primary silicon template further
increases fabrication simplicity and can be used for years. This
way, once a primary master has been prepared, hundreds of
microfluidic chips can be prepared without a clean room, directly
in the biology lab if necessary.

The directionality of neuronal pathways being a key feature of
the nervous system organization, the axon diode concept brings
a paradigmatic change in the potential of microfluidic neuron
culture platforms for biological studies. Reconstructing a fully
mature, functional and oriented neuronal network, in which each
cell population and subcellular compartment can be addressed
independently, is an important step in bridging the gap currently
separating i vive and in vitre studies. While in vive studies are
indisputably realistic regarding neuronal architectures, they
remain very limited for studying molecular and cellular mecha-
nisms. In contrast, in vitre studies performed so far allowed
molecular and cellular investigations, but lacked a physiologi-
cally realistic connectivity. Our microfluidic platform reconciles
these two concerns by giving access to precise cellular and
molecular dissections in a physiological context.
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Striatal neurons acquire slow calcium oscillation. (a and b) Snapshot of Fluo4 oscillation of 15 days old cortical cultures (40 x magnification,

pseudo colors: (a): up, (b): resting). 50% of cortical neurons shows synchronous sign of oscillation. Representative calcium traces analysis of 15days old,
cortical neurons (¢), unconnected striatal neurons (d), connected striatal neurons (e). Connected striatal neurons before and after 10 uM MKS80I striatal
perfusion, (), connected striatal neurons before and after 1 uM TTX striatal perfusion (g). Fluo4 signal oscillations of individual cells from the same

experiment were plotted on the same graph.

Reconstruction of a physiologically active network and its
importance for neuronal differentiation

As a proof of concept. we reconstructed in vitro the cortical
striatal neuronal pathway. The striatum is the principal
component of the basal ganglia, which is composed of the
caudate, putamen. and accumbens nuclei. Basal ganglia form
recurrent circuits critical for motivation and motor planning.
The striatum receive glutamatergic inputs from both cortical and
thalamic afferents and dopaminergic inputs from the substantia
nigra in the midbrain.®™"* Ninety to 95% of the striatal neurons
are GABAergic inhibitory medium spiny neurons (MSN)®*
which have a medium-sized cell body with branched dendrites
presenting a high density of dendritic spines. Fia their projec-
tions, striatal neurons give rise themselves to a direct (striato-
nigral) and an indirect (striatopallidal) pathway. One of the
targets of these two pathways is the thalamus, which in turn
sends axons to the cortex leading to a retro-control feedback

loop. The activity of the striatum is mainly driven by excitatory
connections coming from diverse areas of cerebral cortex,
including sensory. motor and association regions that project to
the striatum mainly through ipsilateral glutamatergic projec-
tions. This is a purely directional pathway in which the cortical
fibers, originating from pyramidal neurons of the layer V. invade
the striatum and connect striatal dendrites “en passant™,'’
a single cortical axon connecting several striatal neurons. In our
system, cortical fiber reconnection on striatal dendrites did
trigger both presynaptic clustering along striatal dendrites and
striatal neuron maturation. This involves an increase in striatal
PSD95 clustering and
dendritic spine genesis. These observations are in line with
previous studies showing that striatal differentiation is partially
under the control of cortical neurons.” The examination of
cortical fibers transduced by a Sindbis viral vector encoding the
m-cherry fluorescent protein in cortical cells indicated that
cortical axons, which are highly branched in our culture

dendritic arborization complexity,
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conditions and grow over more than 2 mm, connect striatal
dendrites on their way without stopping, a single cortical axon
connecting several striatal neurons (Fig. 2g). This reproduces in
vive data on the establishment of “en passant”™ glutamatergic
contacts between cortical axons and striatal neurons.' These
uni-directional cortico-striatal connections were fully functional:
the spontaneous slow calcium oscillation in the cortical pop-
ulation was transferred to the striatal one, whereas in the absence
of connection with cortical axons, the striatal population did not
show any oscillation. Furthermore, KCl-induced depolarization
of cortical neurons reproduced ERK activation in striatal
neurons, as observed in vivo after electrical stimulation of the
cortico-striatal projections.” Thus our platform directs neuronal
connections, allows separate labeling and stimulation of different
cell populations, and allows the observation of various cellular
subcompartments at high resolution.

Conclusions and perspectives

In this study we propose the concept of axonal diodes, allowing
the in vitro reconstruction of oriented and compartmentalized
neuronal networks with physiologically active synaptic connec-
tions mimicking in vive architectures.

These experiments only represent a very small fraction of the
potential applications of the in vitro reconstruction of polarized
neuronal networks. For instance, more complex networks,
involving 3 neuronal populations or more, will be at hand,
thanks to a moderate increase in the complexity of the micro-
channels array set-up. An obvious application is the investiga-
tion of the molecular and cellular mechanisms underlying
synaptic and neuronal dysfunction during Alzheimer’s, Parkin-
son’s and Huntington’s diseases, or prion diseases.**! Further-
more, this system is also a valuable tool to address developmental
issues such as the dynamics of neural networks and synapse
formation. Interestingly. too, it will allow the construction of
neuron arrays imposing ad foc non-physiological connectivities,
providing additional hypotheses
regarding e.g neuron maturation and communication. Finally,
the axon diodes microfluidic platform could easily integrate
microelectrodes, and thereby its range of application could be
extended to electrophysiology and cognitive sciences.

levers to test biological

Experimental
Chip design and master fabrication

The microfluidic channels comprise two types of component:
large channels (50 pm in height) for cell injection and thin
channels (2 or 3 pm in height) for axon growth. To fabricate the
template with elements of two different depths, we used two
layers of photoresist (SU82002 and SY355). A silica wafer was
heated to 150 °C and activated by plasma treatment (30 s). A first
layer of SU82002 (Microchem) was spin-coated onto the water at
2000 rpm and then soft-baked at 65 °C for 2 min and 95 °C for
4 min. The template was then exposed to UV light through an
optic mask (made of plastic or quartz if the required resolution
was less than 8 um). After hard bake, the channels (2-3 pm high)
were developed in an SUS developer. The injection channels were
then fabricated by laminating the latter wafer with a 55 pm thick
layer of dry film SY355 (Elga Europe) at 70 °C. A second mask

was aligned over the SU8 channels and after exposure to UV
light, the channels were baked for 5 min at 120 “C and developed
in a BMR developer, then rinsed with BMR rinse and
1sopropanol.

The quality of the narrowing micro-channels was assessed by
white-light optical profiling (WLOP) in the wvertical scanning
mode (VSI), with an interference microscope Wyko® NT1100
(Veeco Instruments Inc.. Plainview, NY. USA). The 3D repre-
sentation was obtained with a 50x magnification objective.

Silicon templates were replicated within a polyester resist
(Dalbe), which is more robust than silicon wafers. These
templates were fabricated by pouring a mixture of polyester base
and curing reagent (2%) over a PDMS replica that was previ-
ously heated to 110 “C. The resist was cured at 110 “C for 20 min
and then at 150 *C for at least 3 h. Two different microfluidic
chips were constructed in this way. The first (*2C”) is a two-
compartment chip made of two rectangular macro-channels
(length: 4000 pm: width: 500 pm: height: 55 pm) separated by
arrays of asymmetrical micro-channels (length 500 um, 15 to
3 pm width, 3 pm height; see Fig. 1 a-c).

Microfluidic chip production

PDMS (Sylgard 184) was mixed with curing agent (9: 1 ratio)
and degassed under vacuum. The resulting preparation was
poured onto a polyester resin replicate and reticulated at 70 °C
for 2 hours. The elastomeric polymer print was detached and 2
reservoirs were punched for each macro-channel. The resulting
piece was cleaned with isopropanol and dried. The polymer print
and a glass cover slip were treated for 1 minute in an air plasma
generator (40% power, 300 mTor, Diener) and bonded together.
Chips were placed under UV for 15 minutes and then coated with
a solution of poly p-lysine (10 pg ml~') overnight and washed
with PBS before cell seeding.

Primary neuronal cultures

Cortices and striata were micro-dissected from E14 embryos of
Swiss mice (René Janvier, France) and of a transgenic mice strain
expressing GFP (green fluorescent protein) under the control of
an actin promoter in all cell types.?* Animal studies were carried
out in accordance with the standard ethical guidelines (European
Community guidelines on the care and use of laboratory animals:
86/609/EEC). The laboratory animal facility was approved by
prefectoral decision of the Bureau of Sanitary Police, Paris
Prefecture, #DTPP 2010-1230, Nov. 4, 2010. All dissection steps
were performed in cold PBS supplemented with 0.1% glucose.
Dissected structures were digested with trypsin- EDTA (Gibeo)
and mechanically dissociated with a pipette. After several rounds
of rinsing with phosphate-buffered saline (PBS), cells were re-
suspended in DMEM, to a final density of 40 million cells per m1
for cortices and 15 million per ml for striata. Cortical cells were
then seeded in the somatic compartment and striatal cells in the
distal compartment: 3 pl of the cell suspension was introduced
into the upper reservoir and cells flowed into the chamber and
adhered within 1-2 minutes. The cell culture medium was then
added equally to the four reservoirs (40 plreservoir). Both
neuronal cell types were grown in DMEM glutamax + strepto-
mycin/penicillin (Gibco) + 10% FBS + N2 (Gibco) + B27
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(Gibco). Microfluidic chips were placed in plastic Petri dishes
containing H,O-EDTA to prevent evaporation and incubated at
37 °C in a humid 5% CO, atmosphere. The culture medium was
renewed every 3 to 5 days. Upon differentiation, 2 or 3 days after
seeding, cortical axons entered the micro-channels and reached
the second chambers after 4 to 5 days. Cortical axons continued
growing thereafter. Flows were controlled by gravity pressure;
each macro-chamber is connected to two reservoirs punched in
a reproducible way, thus seeding these reservoirs with specific
volume ensure control of flow rate for the desire amount of time.

Immunofluorescence

At various times, depending on the phenomenon under study.
cultures were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for
20 minutes at room temperature. Cells were then washed twice
with PBS for 5 min and permeabilized for 45 min with 0.2%
Triton X-100 and 1% BSA in PBS. Primary antibodies were then
added and the samples incubated at 4 “C overnight in PBS. The
samples were rinsed twice for 5 minutes with PBS and further
incubated with the corresponding secondary antibodies for
2 hours at room temperature. The chips were then rinsed once
with PBS and once with PBS + 0.1% sodium-azide and mounted
in a mowiol mounting medium. The following primary anti-
bodies were used: o or B3-tubulin-FITC (monoclonal 1/700,
sigma); MAP-2 (mouse monoclonal 1/400, Sigma); synapto-
physin (mouse monoclonal 1/400, Sigma); VGLUT1 (rabbit
polyclonal 1/500, gift E. Herzog, CNRS, UMR 7224). PSD95
(rabbit polyclonal 1/200 cell signaling); GAD67 (mouse mono-
clonal 1/500, Millipore); Darpp32 (mouse monoclonal 1/500, gift
J-A. Girault, Inserm, UMR-S5839) and anti-phospho ERK
antibodies (mouse monoclonal 1/1000, cell signaling). Species-
specific secondary antibodies coupled to Alexa 350, 488, and 555
were used (1/500, Invitrogen) to visualize bound primary
antibodies.

Neuronal network stimulation

To decrease serum-induced ERK activation, 13 to 15 day old
pure striatal cultures or reconstructed cortico-striatal networks
were serum starved for at least 6 hours. To stimulate cortical
neurons, the cortical chamber was subjected to DMEM con-
taining 90 mM KCl for 20 minutes. In some experiments, 10 uM
MEKS801 was introduced into the striatal chambers prior to KCl
stimulation. Cell cultures were then fixed with PBS containing
4% PFA and further processed for P-ERK or neuronal immu-
nocytochemistry. To quantify ERK stimulation in striatal
neurons, random fields of MAP-2 positive neurons apposed
along cortical fibers were counted for phospho-ERK immuno-
reactivity. Reported values are means from three independent
experiments each performed in triplicate.

Image acquisition

Images were acquired with an Axio-observer Z1 (Zeiss) fitted
with a cooled CCD camera (CoolsnapHQ2, Ropert Scientific).
The microscope was controlled with Metamorph software
(Molecular Imaging) and images were analyzed using Image J
software.

Non-ratiometric calcium analysis

After 12 to 16 days in vitre, micro-chambers were rinsed twice
with loading buffer (NaCl 129 mM. KCl 4 mM., MgCl, | mM,
CaCl, 2 mM, Glucose 10 mM. Hepes 10 mM dissolved in sterile
water). Cells were then incubated for 30 min at RT. with 2 pM
fluod calcium probe (Invitrogen) dissolved in loading buffer.
After 2 rinses cells were returned in DMEM cell culture medium
and recorded. at room temperature, under the microscope (see
above). Each frame was acquired every 500 ms for 2 to 3 minutes.
Calcium trace analysis was performed using Delta F up plugin
(WCTIF image J plugin) under Image J software. Individual cells
corrected fluorescent intensity oscillation were then plotted with
Origin 6 software. In some experiments, 10 uM MKS801 or 1 pM
TTX was flown, during acquisition, in the striatal compartment.

Quantification of axonal projections

After fixation and immuno-staining of axonal tubulin
(p3-tubulin), whole chip images were captured at 400 magni-
fication using the stitching function of Metamorph software
(Molecular Imaging). Due to the high capacity of cortical axons
to form axonal collaterals, the number of axons invading the
receiving (or emitting) chambers was estimated by manually
counting axon exiting each micro-channel at

a distance of 50 um from the exit of the micro-channel. This gives

individual

an estimation of the number of axons entering the chamber
independent of their ramification. Selectivity of the diode design
was estimated by comparing the number of axons exiting the
micro-channels when cortical neurons were seeded at same
density on the emitting or the receiving sides 8 days after seeding.

Statistical analysis

For morphological and phosphorylated ERK analyses, differ-
ences were assessed by an unpaired Student’s ¢ test from three
independent experiments in which each experimental condition
has been performed as a triplicate. For all analysis: * p-value <
0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value < 0.001.
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A broad range of microfluidic applications, ranging from cell culture to protein
crystallization, requires multilevel devices with different heights and feature sizes
(from micrometers to millimeters). While state-of-the-art direct-writing techniques
have been developed for creating complex three-dimensional shapes, replication
molding from a multilevel template is still the preferred method for fast prototyping
of microfluidic devices in the laboratory. Here, we report on a “dry and wet hybrid”
technique to fabricate multilevel replication molds by combining SU-8 lithography
with a dry film resist (Ordyl). We show that the two lithography protocols are
chemically compatible with each other. Finally, we demonstrate the hybrid tech-
nique in two different microfluidic applications: (1) a neuron culture device with
compartmentalization of different elements of a neuron and (2) a two-phase
(gas-liquid) global micromixer for fast mixing of a small amount of a viscous liquid
into a larger volume of a less viscous liquid. © 2011 American Institute of Physics.
[doi:10.1063/1.3569946]

I. INTRODUCTION

Multilevel microfluidic devices are used in various applications such as three-dimensional
(3D) perfusion-culture of mammalian cells,’ compartmentalization of soma and axons in neuron
culture,” fabrication of 3D serpentine geometries for passive mixing.3 enhanced mixing by small
topographical features,” protein r:rysml]izmic;n,5 and dispensing.ﬁ Several state-of-the-art tech-
niques have been developed for the fabrication of three-dimensional features in microdevices.
Among these, interference ]ithography,?'s microstereolithography.g_ ~ and two photon
]ilhogr’tphy”"”’ use tightly controlled photopolymerization of the device layers to build complex
three-dimensional shapes Other “direct-write” techniques include ion beam 111:-1{:hi11i11g.Jj 3D writ-
ing with polymer inks,'® local BIBCII"GCIE[JOSHIGH.” etc. While these techniques can create shapes
that are not possible to build with conventional microfabrication, there is a trade-off between
device complexity and the time taken to fabricate a single device. Since these techniques generate
microsystems on a “one-by-one” basis using a “writing probe” with a single resolution, it is
particularly time-consuming to fabricate systems with features in widely different size ranges by
these techniques.

Rapid prototyping and production of a small series of identical devices are often key require-

Y Author to whom correspondence should be addressed. Electronic mail: jean-lowis.viovy @curie.fr.
1932-1058/2011/5(2)/024102/14/$30.00 5, 0241021 © 2011 American Institute of Physics
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ments for microfluidic applications in research laboratories. This is achieved by incorporating
three-dimensional features into a replication template, from which subsequent devices are molded
in a single step. Specialized techniques. such as LIGA,"® deep reactive ion etching {DRIE),'Q
micmmil]ing,m grayscale lithography,Z' and solid object ]}riming,22 have been reported in litera-
ture for fabricating multilevel masters. While LIGA, DRIE, and micromilling can lead to high
resolution and aspect ratio, they need specialized expensive equipment. Grayscale lithography
uses standard mask aligners, but needs an additional step with special masks (pixelated or phase
masks). Solid object printing is limited to devices with large feature sizes (=200 um). In the past.
we attempted to integrate micrometer- and millimeter-sized features in replication templates by
repeated mold casting in an inexpensive, but somewhat long [JI'OC‘SSS.B

In order to fabricate multilevel templates with standard processes and equipment, more and
more groups are using successive UV lithography with different grades of SU-8.*"° While less
viscous SU-8 [with viscosity of ~7.5 ¢St (Ref. 24)] is ideally suited for resolving micrometer-
sized features, producing hundreds of micrometer thick layers using viscous SU-8 resists [with
viscosity of ~45 000 ¢St (Ref. 25)] remains cumbersome, and an accurate reproduction of layer
thicknesses is delicate.®**™* Slight variations in the processing conditions can cause nonuniform
layer thicknesses, underexposure, insufficient baking. postprocessing mechanical stress, etc., lead-
ing to cracks or even delamination of the entire SU-8 layer. In a simpler, single-step approach,
Toepke and Kenis" fabricated multilevel structures by spin-coating a 250 wm layer of SU-8 and
then utilizing the spatial dependence of the diffracted light intensity to selectively overexpose
certain masked regions to form features of different heights. However, the smallest structure
reported using this method is 40 pm, so the difference in height achievable by this technique is
modest and is not suited to many applications.

We reported earlier’’ the use of Ordy] dry film resist to fabricate embossing templates on glass
and flexible plastic substrates. Dry film resists have several advantages over viscous SU-8, such as
planarity over large substrate areas and simpler processing (e.g.. no spin-coating, soft bake, or
edge-bead removal steps). Uniform thick layers are easily obtained by multiple laminations com-
pared to multiple spin-coating and soft-baking steps required for SU-8. We also found that Ordyl
dry film has excellent adhesion to itself and most other substrates (e.g.. silicon, glass, and
polyethylene terephthalate), but does not require any surface pretreatment (e.g.. silanization) for
mold release. However, Ordyl also has some drawbacks: it has a lower resolution than SU-8 and
does not allow as high aspect ratios. Small features (typically smaller than 5—-10 wm) are not
resolved well in dry film resists. It is possible to combine the advantages of liquid and dry resists
in a multistep lithography protocol. Heuschkel et al.™ first reported the use of SU-8 and Riston dry
film resist to fabricate buried microchannels for delivering solutions to neurons. However, due to
weak adhesion of the Riston layer to itself, multiple laminations of the dry resist were not possible.

Here. we propose a technique addressing and overcoming the above limitations, by combining
SU-8 resin with Ordyl dry film resist. We laminated and patterned two layers of Ordyl on a
pre-existing SU-8 layer without any obvious adhesion problems. In addition, our approach allowed
the fabrication of microsystems, combining large features (~several hundreds of micrometers)
with high resolution (~1 gm) ones.

In the first application, we demonstrate a simplified approach for fabricating a neuron culture
device similar to those first proposed by Taylor et al.* This system has several different-sized
channels that allow the separation of neuronal soma and dendrites from the distal parts of their
axons. This is achieved by separating two cell culture chambers with an array of microchannels
smaller than a cell body, but large enough to allow axons to enter. Neurons are seeded in the soma
chamber and upon differentiation, they extend their axons into the microchannels and finally reach
the distal chamber. The smallest features in this device (axon microchannels) are 10 gm wide and
2 um thick, whereas the largest (soma and distal) chambers are 10 mm long, 1 mm wide, and
110 pm thick, thus making it a good candidate for hybrid lithography. We have used SU-8 to
pattern high resolution microchannels and Ordyl to pattern larger chambers on the same template.

Conversely, when the smallest microstructure is no smaller than a few micrometers, it is more
advantageous to fabricate the first layer of microchannels over large areas by dry film lithography
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(b)

distal

110pm 2ym

FIG. 1. Design of the neuron culture chip. (a) Top view of a microfluidic device, which is comprised of two individual
chambers (soma and distal) separated by an array of microchannels. Soma and distal chambers are 10 mm long, 1 mm
wide, and 110 pm high. These compartments are connected by 500 wm long, 10 xm wide, and 2 pm deep axonal
channels (shown in blue). (b) Side view shows heights of different compartments. (c) Three-dimensional rendering of the
design of the neuron chip. (d) Image of a PDMS microfluidic chip composed of two individual neuronal devices and
bonded to a 5 mm glass cover slip. Different colored solutions in soma and distal chambers in both devices indicate fluidic
isolation achieved by the device design.

and then combine it with a second layer of mesoscopic structures fabricated using liquid resin.
We demonstrate this approach in a new application, a microfluidic mixer based on two-phase
(gas-liquid) flows.

Il. MATERIALS AND METHODS

A. Microfluidic neuron culture device: Fabrication and handling of neurons
1. Design of the neuron chip

The neuron culture chamber consists of three compartments (Fig. 1): a soma compartment for
seeding neurons, an axonal compartment that axons only can penetrate, and a distal compartment
for injecting specific reagents or seeding other types of neurons. Soma and distal compartments
are 10 mm long, 1 mm wide, and 110 gm high, whereas the axonal compartment is constituted of
163 parallel channels (500 pm long, 10 um wide, and 2 xm high) with a 20 um separation
between channels. We use SU-8 2002 to first pattern the axonal channels and then use Ordyl
SY355 dry resist to pattern the larger chambers.

2. SU-8 and Ordyl lithography

52 mm diameter and 1.5 mm thick glass substrates were obtained from Ediver (Rebais,
France). These were cleaned with “Piranha” solution (75% H,SO,+25% H,0,) for 30 min,
rinsed and dehydrated in an oven for 1 h at 150 °C. Just before spin-coating, the glass substrate
was treated in air plasma for 1 min to improve resist adhesion.

A two-step spin-coating program (spreading spin: 5 s at 800 rpm, coating spin: 60 s at 2000
rpm) is used for SU-8 2002. The coated slides are soft-baked on a hot plate (65 °C for 2 min,
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followed by 95 °C for 4 min) and cooled to room temperature before 10 s of UV exposure
through a transparency mask (24 500 dpi printed at Selba S. A., Versoix. Switzerland) containing
the pattern of axonal compartment. Postexposure bake is carried out on a hot plate for 2 min at
65 °C, followed by 4 min at 95 °C. Following development, isopropanol rinsing, and drying, the
substrates are hard-baked on a hot plate at 95 °C for 2 min.

Ordyl SY355 series dry film resist, BMR developer, and BMR rinser were obtained from Elga
Europe (Italy). In the second lithography step, a 55 um thick Ordyl Sy355 dry resist is laminated
twice on the SU-8 pattern to obtain a 110 gm thick layer. Prior to lamination, the substrate is
heated at 80 " C for 1-2 min on a hot plate to improve adhesion of the dry resist to the SU-8 layer.
The lamination parameters of the RLM49p dry film laminator (Bundgard Electronik, Germany)
are chosen as follows: pressure=0, speed=0.2 m/min, and temperature=70 "C. A second mask
containing the pattern for soma and distal chambers is aligned over the SUS8 channels and follow-
ing 10 s of UV exposure through the mask, the substrate is postbaked at 120 °C for 10 min on a
hot plate. After development in BMR developer by gentle shaking for 5 min. the sample is rinsed
with BMR rinser and isopropanol, and dried using air jet.

3. PDMS molding and surface treatment

Sylgard 184 parts A and B of liquid polydimethylsiloxane (PDMS) resin and curing agent
were obtained from Dow Corning. 9 mg of part A (liquid PDMS resin) is mixed with 1.5 mg of
part B (curing agent), degassed, poured over the hybrid replication template, and left to cure
overnight at 65 °C in an oven. Access holes (3.1 mm in diameter) are punched in cured PDMS to
define reservoirs. The PDMS mold and a Piranha-cleaned glass cover slip are treated in air plasma
for 20 s before bonding to yield the final device.

The chip is coated overnight by filling the channels with a solution of poly-L-lysine (10 pg/ml,
Sigma) and is washed with phosphate-buffered saline (PBS) before seeding cells. This surface
treatment induces neuron adhesion.’

Cerebella are microdissected from postnatal day 5 mouse Swiss pups using a previously
described I:pr-:)t-:rcol.'1E3 All dissection steps are performed in cold PBS supplemented with
0.1% glucose. Dissected cerebella are digested for 10 min at 37 °C with a trypsin-
ethylenediaminetetraacetic acid solution (Invitrogen) and mechanically dissociated with a Pasteur
pipette in DMEM (Invitrogen) containing 10 U/ml of DNAse-I (Sigma). After several rounds of
rinsing with PBS, cells are resuspended in complete cell culture medium at a final density of
40 10° cells/ml. Cerebellar neurons are then seeded in the soma compartment, allowed to flow
to the culture chamber, and adhere within 1-2 min. Complete cell culture medium is then added
equally in the four reservoirs (40 pl/reservoir). Neurons are grown in DMEM glutamax supple-
mented with streptomycin/penicillin (Invitrogen), 10% FBS, 20 mM KCI. and neuronal supple-
ment B27 (Invitrogen). Microfluidic chips are placed in plastic Petri dishes containing water to
prevent evaporation during incubation at 37 °C and 5% CO; in a humid atmosphere. Culture
medium is renewed every 3—4 days.

5. Inmunofluorescent staining and imaging of neurons

All immunofluorescence steps are performed in the microfluidic system by flowing reagents in
the cell culture chambers. After the desired time of cell culture, the neurons are fixed using a 4%
paraformaldehyde solution for 10 min at room temperature. Cells are washed twice with PBS and
then permeabilized with 0.2% triton X-100 and 1% BSA in PBS for 45 min at room temperature.
Primary antibodies are then incubated overnight in PBS at 4 °C. Cultures are rinsed twice with
PBS for 5 min each and further incubated with corresponding Alexa-coupled secondary antibodies
(Invitrogen) for 2 h at room temperature. Chips are then rinsed twice with PBS and kept at 4 °C
until imaging. The following primary antibodies are used: anti-83-tubulin-FITC (mouse mono-
clonal, dilution 1/700, sigma) and anti MAP2 (rabbit polyclonal, dilution 1/400, Sigma). Cy3
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labeled phalloidin (dilution 1/700, Sigma) and DAPI (Sigma) are used to stain the actin cytosk-
eleton and nuclear DNA, respectively. Images are acquired with an Axio-observer Z1 (Zeiss)
inverted microscope fitted with a cooled charge-coupled device (CCD) camera (CoolsnapHQ2,
Roper Scientific). The microscope is controlled with MICRO-MANAGER software and images are
analyzed using IMAGEJ software.

B. Two-phase microfluidic global mixer: Fabrication and experimental details
1. Principle and design of the microfluidic mixer

Most microfluidic mixers developed until now aim at fast mixing of two continuous flows of
liquids using passive or active methods.™ In that framework. segmenting a flow with air bubbles
induces recirculations in liquid slugs and has been shown to enhance mi:-:jng.35 However, these
methods require the sample to flow for mixing to occur. Hence, these are not suitable for appli-
cations where the sample needs to be incubated in a chamber or the two samples to be mixed differ
a lot in their quantities and viscosities. The latter application corresponds to the resuspension of
artificial or biological macromolecules (DNA, proteins, etc.) from concentrated or lyophilized
samples, for instance, for the analysis of genomic DNA. Because genomic DNA molecules are
very long, in the concentrated state they form a highly entangled and viscous solution with a very
long resuspension time: ™ resuspension from a sample prepared by one of the conventional tech-
niques of lyophilization or ethanol precipitation before amplification or sequencing typically takes
6—24 h. Our mixer is specifically targeted toward these applications, i.e., the mixing of a small
bolus (typically ~100 wul) of viscous sample into a larger volume (typically a few milliliters) of
water or a low-viscosity buffer.

The principle of mixing in our device is based on the circulation of gas bubbles in a static
chamber. It takes advantage of the recirculation induced by these bubbles without the need to
move the sample into liquid slugs. This principle has been demonstrated in a microfluidic indus-
trial prototype to improve the efficiency of DNA hybridization assays.“ However, past implemen-
tations of this mixing strategy was complicated and could use only large single bubbles. Here, we
show that multiple gas bubbles are easily generated in a mesofluidic chamber using pressure
pulses and can induce efficient mixing.

A large vertically positioned mixing chamber contains the liquid to be homogenized. Gas is
allowed to enter the mixing chamber through a number of narrow inlet channels at the bottom and
break up into bubbles, which then travel upward through the liquid exploiting buoyancy. The flow
of gas bubbles causes recirculation at all length scales in the liquid and promotes mixing. In
addition to disturbing the interface between two fluids, bubbles also induce long-range perturba-
tions in the mixing chamber. During homogeneous mixing, the most viscous components of the
fluid tend to be unaffected by the motion of the less viscous ones that incur most of the strain. In
contrast, buoyancy dominates over viscous stress even for high viscosity fluids (high Grashof
number) in our mixer. so that gas bubbles can easily distort viscous fluid components. As this
device contains feature sizes ranging from tens of micrometers (inlet channels for gas) to a few
millimeters (mixing chamber), we have used hybrid lithography to fabricate the replication tem-
plate.

The architecture used for the two-phase mixer is shown in Fig. 2. The mixing chamber is 5 cm
long, 3 cm wide, and 200 gm high. The input and output channels are 200 wm wide and 20 wm
high. The inset shows an inlet channel and a portion of the mixing chamber. After filling the
chamber with the liquid. gas is introduced through the bottom inlet and is discharged through the
top outlet. At the end of the mixing operation, the homogenized solution is collected from the
solution outlet. We have used dry film resist to fabricate the gas injection channels and SU-8 to
fabricate the mixing chamber.

2. Combined Ordyl SY320 dry film and SU-8-2075 lithography

To fabricate the microchannels, a 20 pm thick layer of Ordyl SY320 dry resist is first lami-
nated on the glass substrate at 0.2 m/s and 50 °C using the RLM49p dry film laminator. After UV
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FIG. 2. Schematic diagram of the two-phase global mixer. The main mixing chamber has a dimension of 3 ¢cm < 5 cm and
a depth of 200 gm. Each of the inlets and outlets 1s 200 gm wide and 20 pm deep. Surface treatment is carried out on
selected parts (shaded region) of the device to make them hydrophilic. Inset: magnified image of the inlet and a part of the
mixing chamber.

exposure and development. Microchem SUS-2075 is spin-coated at 1000 rpm on the dry resist-
patterned wafer. UV exposure of SU-8 is carried out through a mask containing the pattern of the
mixing chamber. Finally, a dual-height mold with a 200 pm high mixing chamber with straight
vertical corners and 20 pm high inlet and outlet channels is obtained.

3. PDMS fabrication and surface treatment

The mixer is molded in PDMS, as described in Sec. I1 A 3. In order to avoid wall-induced
coalescence of bubbles, the PDMS surface must be hydrophilic. This is achieved by the following
surface treatment: a solution of 1% benzophenone in acetone is introduced into the chamber for 15
min. Acetone swells PDMS and allows the incorporation of benzophenone molecules onto the
surface. Next. a 5% solution of acrylamide in water is injected into the device. UV-assisted
polymerization of acrylamide is initiated in selected areas of the mixing chamber by placing the
microfluidic device under a UV lamp (Biotech UV Table, 180 W) through a mask for 15 min.

4. Generation of bubbles and observation of flow

We operate the mixer in a vertical position. A 10% solution of glucose (with the addition of a
300 M solution of fluorescein to visualize the flow) is mixed with a solution of water and
surfactant to test the device. A nonionic surfactant (Brij 56) is added at 0.1 wt % in water in order
to reduce surface tension while minimizing foam generation. 200 ms long air pulses with 7 s
intervals are produced at a constant pressure by the MFCS controller (Fluigent, Paris, France) to
generate bubbles.

The flow is visualized by laser induced fluorescence from the fluorescein solution (with
excitation and emission maxima at 480 and 530 nm, respectively). The laser beam (473 nm and 40
mW, AOTK, Inc.) is passed through a converging lens to expand the monitoring area and then
reflected by 90° using a dichroic mirror onto the device. This ensures that the entire mixing
chamber is illuminated. A CCD camera oriented almost parallel to the excitation beam is used to
image the flow.

lll. RESULTS AND DISCUSSION
A. Compatibility of SU-8 and Ordyl dry film lithography

Figure 3 shows the surface profile of features obtained using SU-8 2002 and Ordyl dry film
lithography. The ~2 wm high axon compartments are well resolved in SU-8 2002. On the other
hand, two successive patterns of the dry film resist lead to ~110 pum high soma and distal
chambers. In our trials we could laminate and pattern up to four layers of the dry resist (data not
shown), resulting in a thickness of ~200 wum, which indicates that the hybrid technique has the
potential to fabricate devices with even higher dimension ranges.
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FIG. 3. (a) Surface profile of the template for 2 um high and 10 gm wide axon channels, with 20 pwm separation
between them. The inset shows an image of the channels on the template, with the arrow indicating the direction of the
stylus movement. (b) Surface profile of features in Ordyl dry resist. Two successive laminations have yielded a final
thickness of 110 gm.

Good contact between the transparency mask and the resist is essential to resolve micron-sized
features. Hence. in each device. the layer containing the smallest features (e.g.. axon compart-
ments using SU-8 in neuron chip and inlet channels using dry resist in two-phase mixer) is
patterned first. Also, visually aligning transparent SU-8 patterns in different layers can be difficult
without special attention to alignment marks. The blue color of the unprocessed dry resist allevi-
ates this difficulty in our hybrid technique.

SU-8 and Ordyl dry resist have good adhesion to each other: none of the layers delaminate
during fabrication and subsequent handling. In the neuron chip, the dry film is laminated over a
pattern of SU-8 2002. In the two-phase mixer, SU-8 20735 is spin-coated and processed over an
existing pattern of Ordyl dry resist. The developer for one type of resist does not attack the
underlying pattern of the other. Thus, the two lithography processes are chemically compatible.
For both options, the different microfabrication steps involve several temperature changes. After
template preparation, molding and demolding of the PDMS replicates also involve significant
stresses. Typically, more than 20 replicates could be prepared from a single master without deg-
radation, if care was taken to perform a fresh silanization every third or fourth time. Silanization
is necessary for the SU-8 part and not for the dry resist. This contrasts with similar devices
prepared from multiple SU-8 layers (not shown), which typically supported no more than two or
three replications.

B. Neuron culture
1. Fluidic isolation between compartments in neuron chips

Our goal is to create a microfluidic device to isolate neuron somas and dendrites from their
distal axonal and synaptic endings. While the array of narrow channels enables physical isolation
of these neuronal subcompartments, it also isolates them chemically, thus allowing us to specifi-
cally stimulate subparts of neurons.

Two physical phenomena may induce molecular movement in microdevices: pressure-driven
motion and diffusion. We estimate how these two phenomena contribute to chemical isolation of
the soma and distal compartments. When a liquid is forced through a microchannel, the fluid flow
rate () is proportional to the difference of pressure AP between two ends of the channel. The
hydraulic resistance R is defined by R=AP/(Q. The hydraulic resistance of a channel is propor-
tional to yj_fwhjfg where w is the fluid viscosity, L is the length of the channel, w is its width, and
h is its height. Here, we want to compare the hydraulic resistance of the soma or distal compart-
ment with the resistance of a single channel of the axonal compartment. Numerical calculations
with 163 parallel axon channels of 10 wm width and 10 gm separation show that the dominant
effect on the hydraulic resistances is the difference in height between these two sorts of channels,
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The hydraulic resistance set by the microchannels of the axonal compartment is thus several
hundred times higher than the resistance of the soma or distal compartments. Experimentally,
when a liquid is injected into the chip through the soma or distal compartments, it flows through
the macrochannels and does not enter the narrow axon compartments [Fig. 1(d)].

However, when a chemical solution is introduced into one of the compartments, the molecules
contained in the solution can also be transported to the other compartment by diffusion. The time
required for a molecule to go through the microchannels from one compartment to the other under
the sole effect of diffusion can be estimated by r=d*/2D, where D is the diffusion coefficient
associated with a molecule, d is the distance traveled by the molecule during a given time length
. For instance, a hemoglobin molecule with a diffusion coefficient of 7 X 10~" ¢m?/s would take
about 30 min to traverse a 500 um long microchannel. Therefore. we can conclude that the
compartments should be chemically isolated for at least half an hour following solution injection.

When chemical isolation is needed for a longer time (e.g.. for culturing neurons over days), it
is reinforced by inducing a small pressure drop between the soma and distal compartments. The
pressure difference is generated by filling the somatic reservoirs up to different heights. In this
way, distal compartments can be supplemented by molecules intended to act on axons only,
without contaminating the soma compartment. Finally, each compartment can be isolated from the
other to a very good extent by introducing a small continuous flow of reagents in each of the soma
and distal compartments. This ensures that the minute amounts (due to the very strong difference
in flow resistances of the chambers and the axon channels) of contaminants that are likely to
diffuse (or flow due to a slight pressure imbalance from one chamber to the other) are rapidly
driven away by the continuous flow and remain at undetectable concentrations.

2. Growth of neurons in the chip

In order to demonstrate neuron culture, we studied the growth and differentiation of cerebellar
granule neurons (CGNs) in the microfluidic chips. Cerebellar granule neurons are grown accord-
ing to the previously described [JI‘OtOCOlSB and are composed of 95% neurons and 5% astrocytes,
with less than 1% microglial cells. The number of cells seeded in the somatic compartment is
approximately estimated at 30 000—40 000 cells in the area facing the microchannels. After 2 days
of culture in chip, neurons begin to establish a complex network of axonal projections in the
somatic compartment and some axons begin to penetrate into the first third of the thin microchan-
nels. After 4-5 days in culture, all the thin microchannels are completely filled by growing axons
which starts to reach the distal chambers. Cerebellar axons keep growing in the distal chamber to
reach a maximal total length of 1000—1300 wm after 10 days of culture. Dendrites and axons can
be distinguished based on their localized expression of specific proteins and respective lengths.
Thus, axons are specifically stained using anti-B83-tubulin antibodies, whereas dendrites are
stained with anti MAP2 antibodies. Using these criteria, we show that although dendrites can enter
the microchannel, only axons can reach the distal chamber (Fig. 4), thus achieving efficient
separation of the somato-dendritic compartment from the distal parts of the axons.

Neuronal viability was assessed using two criteria. (a) The integrity of dendritic trees was
assessed by a MAP2 immunostaining. Unhealthy neurons show early signs of dentritic blebbing
and dendrite retraction, while healthy neurons show regular nonfragmented dendrites. (b) The
morphology of neuronal nuclei was assessed with Hoechst dye staining. Healthy neurons show
homogeneous DNA staining where three to five nucleoli can be evidenced, with a nuclear diameter
of approximately 7—8 um (Fig. 4). Unhealthy neurons show nuclei with condensed chromatin
(intense Hoechst staining) and small nuclear size. Using these criteria, we calculate that 99% of
seeded neurons are viable after 15 days of culture. Taking care to prevent evaporation of cell
culture media CGN cultures can be maintained up to a month, during which time 97% of seeded
neurons show excellent viability and morphometry.

Although all seeded neurons emit axons, only a fraction of these will send their axons into the
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FIG. 4. (a) Mosaic view (40X) of a microfluidic circuit seeded CGNs and analyzed after 15 days of culture. Neurons are
seeded in the soma compartment (up) and axons cross the microchannel barrier to reach the distal chamber. Cell nuclei are
stained with DAPI (false red color for visibility) and axons are stained with 83-tubulin. Note the extensive axonal invasion
in the distal chamber. Due to a relative loss of fluorescence signal intensity, the microchannel area (between the dotted
lines) appears darker. (b) Magnification of the soma chamber next to the microchannels (dotted line). Neurons are stained
with DAPI (nuclei, blue), B3-tubulin (axons, green), and MAP2 (dendrites, red). Note the excellent viability of CGN
cultures after 15 days. (c) Magnification of fascicules of axons exiting a single microchannel (green: 83-tubulin; red: actin
stained with phalloidin). Approximately eight individual axons can be evidenced. (d) Mosaic view of a 40X phase image
of 8 day old cerebellar neurons seeded in the soma chamber (up) at lower density. Note that single axons invade the
microchannels and show no sign of degeneration.

microchannels. The cerebellar granule neurons emit only one axon both in vivo and in vitro.* By
counting the number of axons exiting from the microchannel into the distal chamber, we can
estimate the number of neurons that have projected their axons in the distal chamber. This ratio is
around 3% and is calculated as follows: a 2 ul solution from a suspension of 40
% 10° neurons/ml is flowed into the 1 gl (1 ecmx0.1 cmx0.01 cm) volume of the soma
chamber to seed ~40 000 neurons in front of the microchannels. After 10 days in vitro, 5-10
axons (mean 7.5) enter each microchannel. Since 163 microchannels connect the soma and distal
chambers. ~1200 axons cross the microchannel. Morphological analysis of axons projected into
the distal chamber shows that they adopt a Y-shape branching pattern. which is strikingly remi-
niscent of their in vive (parallel fibers) counterpart. This indicates that cerebellar granule neurons
adopt a highly polarized phenotype in our microfluidic devices.

Overall, the neuronal cell culture devices allow efficient neuronal compartmentalization. Upon
high density seeding in the soma chamber, microchannels are filled quickly with axonal shafts,
indicating that the neurons tolerate growth in highly constrained environments. Furthermore, the
neuron chip allows excellent neuronal survival and differentiation and good fluidic isolation. Thus,
the results obtained with the microchips molded from the Ordyl/SU-8 hybrid master are compat-
ible with the previous reports in literature, confirming that neurons tolerate PDMS environment.
Compared to earlier neuron culture chips, multilevel devices allow. for the first time, an ordered
and compartmentalized growth of different subcellular components and are thus a paradigmatic
change, as well-discussed in Ref. 2.
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FIG. 5. (a) Image of the two-phase mixing device in PDMS. (b) An enlarged view of the solution outlet in the PDMS
device shows the curvature resulting from the difference in heights between the channel (20 gm) and the mixing chamber
(200 gm). (c) An enlarged view of the gas inlet channels (dry resist) and the mixing chamber (SU-8) in the replication
template,

C. Two-phase micromixer: Results and discussion
1. Multilevel architecture of the mixer

Figure 5 shows images of the two-phase global mixer molded in PDMS and its replication
template. The relative heights of the input channel and the mixing chamber influence the size of
the microbubbles produced in the device. Hence, a three-dimensional architecture, where the
height of the mixing chamber is ten times higher than the height of the channels, is chosen and
successfully fabricated using hybrid lithography. Figure 5(b) shows the curvature at the intersec-
tion of the channel and the mixing chamber resulting from the difference in their heights. The
curvature helps in the detachment of bubbles.

2. Hydrophilic surface treatment and bubble formation

As untreated PDMS is hydrophobic, air bubbles in water tend to stick to the surface, ulti-
mately forming a layer of air creeping on one surface, rather than small bubbles. In order to
facilitate wetting of the PDMS surface by the solution and reduction of the size of the bubbles, the
surface is made hydrophilic by grafting polyacrylamide molecules on the chamber walls.*” Figure
6 shows the contact angles of pure water measured on untreated and polyacrylamide-treated
PDMS. The contact angle decreases from 110° to 60° following polyacrylamide treatment, indi-
cating increased hvdrophilicitv of the PDMS surface.

FIG. 6. Contact angles of water on untreated and polyacrylamide-treated PDMS are shown. A drop (0.5 ul) of pure water
is used to measure the contact angles. (a) Contact angle (110°) of water on untreated PDMS. (b) Contact angle (60°) of
water on hydrophilic PDMS.
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FIG. 7. Three regimes of device operation: (a) around 8 kPa bubble dynamics are dominated by a single, regularly spaced
train of droplets, with only a few additional bubbles. (b) Droplets are generated from many microchannels. However, these
are, on the average, far enough, so that their interactions are long-range hydrodynamic ones. This leads to an efficient
mixing regime. Occasional coalescence leads to larger and faster droplets, which increase the multiscale character of the
flow. (c) Bubbles are generated at high density, in a space-filling manner. They interact mainly by steric interactions and
create a foamlike medium moving as a pseudosolid, leading to poor mixing.

A mask is used to confine the polymerization of acrylamide and the resulting surface hydro-
philicity to selected parts of the mixing chamber (shown by the shaded region in Fig. 2). This
arrangement prevents the solution in the hydrophilic mixing chamber from escaping through the
hydrophobic inlets and outlets by capillarity.

3. Study of bubble formation regimes

Bubble traffic must be strong for efficient mixing to take place, while avoiding formation of
foam which would “freeze™ the mixing process. In our system, this traffic is generated by injecting
gas (air) under pressure from narrow hydrophobic microchannels into the macrochamber filled
with the aqueous solutions to be mixed. We first characterize the traffic of bubbles in the chamber
as a function of gas pressure. Qualitatively, three regimes are obtained, as exemplified in Fig. 7.
When the pressure is progressively increased from 0, a threshold pressure of about 8 kPa is needed
to overcome the Laplace pressure at the microchannel outlet. In the first regime (typically between
8 and 9 kPa pressure), a rather regularly spaced “train™ of independent droplets is generated, and
hydrodynamic interactions between droplets are small. In addition, generally a single train is
observed [Fig. 7(a)]. We interpret this as a consequence of small imbalances between the geom-
etries of the different inlet channels, which create small variations in the threshold pressures for
bubble creation in each microchannel. When bubble formation at the “weakest” microchannel has
started, the flow of bubbles is sufficient to release the pressure drop in the input circuitry and
prevent formation of bubbles at other channels.

Upon pressure increase, a close series of thresholds is encountered. in which an increasing
number of microchannels start to generate bubbles. In this regime, hydrodynamic interactions
between droplets become significant, leading to erratic trajectories of droplets and occasional
droplet coalescence. This regime [Fig. 7(b)] is suitable for mixing (see below). More and more
bubbles are produced on further increasing the pressure. This situation can lead to the formation of
a foamlike medium where the interactions between droplets are mainly “hard core™ steric ones
[Fig. 7(c)]. This foam tends to push the liquid contained in the chamber as a solid, and it is not
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FIG. 8. Visualization of global mixing by fluorescence. (a) Individual droplets drag the fluorescent viscous solution in their
wake, creating individual streams into the less viscous fluid. [(b)—(g)] Following a pressure burst, a multiplicity of droplets
in strong hydrodynamic interaction with each other is released, increasing the efficiency of mixing. Snapshots are taken at
0. 0.64, 0.8, 1.52, 2.32, and 3 s time points.

suitable for mixing. In order to optimize mixing efficiency while avoiding foam, we work in a
“pulsed” mode where many bubbles are created, but are also given the time to leave the chamber.
This corresponds to the results presented below.

4. Mixing in the pulsed mode

We study mixing in pulsed mode [Fig. 7(b)]. in which hydrodynamic interactions’' between
the bubbles are important enough to strongly distort their trajectory, but direct steric interactions
remain infrequent. To study mixing, we fill the chamber with a first layer of dense fluid (buffer
with 10% glucose) labeled with fluorescein and a second layer of pure buffer. When a bubble
crosses the interface between the two fluids, it distorts the interface, and each individual bubble
tends to drag a stream of viscous fluid in its wake [Fig. 8(a)]. If the passage of the bubble is treated
as that of a sphere moving through a stationary fluid, then it creates a long-range perturbation that
decays as ~1 /r.** Thus, the perturbation created by the bubble within the solution has a signifi-
cant effect leading to mixing. We find that the efficiency of mixing can be enhanced by applying
pressure in bursts. Figures 8(b)—8(g) represent the flow following a 200 ms and 12.5 kPa pressure
burst, showing the strong penetration of the dense and viscous fluid into the less viscous one. This
behavior is opposite to what is expected in monophasic hydrodynamics (in which less viscous
fluids can progress in a “fracturelike” manner into a more viscous one, but viscous fluids tend to
push the less viscous ones in a pluglike manner).

Finally, in order to quantitatively study mixing, we uniformly illuminate the whole chamber
and calculate the variance o~ and the mean standard deviation o of the light intensity, given as

o = (1(x)*) = I(x))>, (2)

where [ is the integrated intensity of domain x.

In order to avoid perturbations due to bubbles, all measurements are taken during the pause
between pulses, when the chamber is devoid of bubbles. Figure 9 presents two measurements for
the standard deviation along the vertical axis (local mixing) and the standard deviation along the
horizontal axis (global mixing). The standard deviation of intensity is calculated setting bright
pixels as “1” and dark pixels as “0.” Therefore, a fully segregated (unmixed) system would yield
a value of 0.5, and a perfectly mixed one would yield 0 (apart from fluctuations arising from the
experimental setup, such as residual inhomogeneities in illumination). These experimental artifacts
are also present for the “premixed” solution, so the purple curve corresponds to the baseline for a
perfectly mixed system. Mixing along the vertical is faster. as expected because of the vertical
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FIG. 9. Results of two mixing measurements. Squares: measurements carried out on the whole chamber width (global
mixing). Triangles: measurements carried on one quarter of the chamber (“vertical” mixing, corresponding to one bubble
generator).

motion of the bubbles, but mixing in the transverse direction also occurs rather fast, typically in
20-25 pulses. In these experiments, in order to completely evacuate bubbles from one pulse before
the next one and to allow imaging, the time delay between pulses is set to 7 s, leading to complete
mixing in typically 2-3 min. However, in routine systems where bubble evacuation is not neces-
sary, a mixing time of less than 1 min is achievable. These times are considerably shorter than
those needed with conventional rotary mixers (typically overnight).

IV. CONCLUSIONS

An easy hybrid technique combining wet and dry lithography is reported for fabricating
multilevel soft-lithography masters. The two resists (SU-8 and Ordyl) used in developing this
technique have good adhesion to each other and their processing steps are compatible. The use of
two different types of resins with different developing processes reduces the risk of altering the
high resolution layers during the development of the thick low resolution ones. This microfabri-
cation method is demonstrated in two applications: first, we show the possibility of fabricating
replication templates for a neuron culture chip with compartmentalization of soma and axons, with
high resolution microchannels. Second, we develop a new type of two-phase global mixer.
We present a proof of concept of this new mixer design to show that it mixes a small bolus
(~100 wl) of a viscous, dense liquid into several milliliters of low-viscosity miscible fluid in less
than 3 min, a challenge out of reach of many microfluidic systems.
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Abstract

In chronic degenerative processes, such as Alzheimer Diseases (AD), neurodegeneration
occurs over long period of time, in which neurons slowly build up aggregated proteins,
progressively lose their synapses, axons and ultimately their cell bodies. Due to the intrinsic
complexity of brain wiring and lack of experimental models, the molecular mechanisms
involved in synaptic and axonal degeneration in chronic processes are poorly understood.
Nevertheless, in AD, neurons may suffer from localized (somatic, dendritic or axonal) insults
that could progressively modify local transduction pathways and lead to the propagation of
degenerative signals inside the neurons.

Using primary neuronal cultures, compartimentalized in microfluidic cell culture platforms,
we show that somato-dendritic application of pro-apoptotic inducers triggers the propagation
of a degenerative signal in axons shafts, leading to progressive cytoskeleton alteration and
ultimately to axonal destruction. Using local inhibition of transduction pathways, we show
that the degenerative signal originating from neuronal soma involves mitochondrial fission,
cytochrome C release and transient axonal activation of JNK and caspase 6. Interestingly,
whereas activation of these pro-apoptotic pathways in axons can lead to axonal
dismantlement, axonal vulnerability is tightly controlled by cell body integrity.

We further demonstrate that the Sirtuine 3 (SIRT3), a deacetylase NAD+ dependante localize
in mitochondria, confer a strong protection against axonal fragmentation. Thus our results
suggest that local mitochondrial energetic level (SIRT3) together with apoptotic signaling can
lead to axonal degeneration in neurodegenerative diseases (Magnifico S et al., article
submitted).

Finally, using the aggregated form of the amyloid peptide 25-35, modeling a focal amyloid
plaque deposition, we confirm our observations demonstrating that the distal axon is partially
resistant to exposure of peptide 25-35, while that exposure somatic triggers an anterograde
propagation of a signal which leads to toxic retrograde degeneration of the axon. This relative
resistance can be explained by axonal anterograde transport of mitochondria sound from the
cell body. (Magnifico S et al., Article being written).

In conclusion, this work allows understanding the mechanisms of axonal degeneration
observed in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease.
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Résumé

Dans les pathologies neurodégénératives comme la Maladie d’Alzheimer, les neurones
meurent par un processus de mort cellulaire programmée, « suicide », appelé apoptose. Des
études in vivo, ont montré que cette étape de destruction somatique, tardive, est précédée de
phénomenes précoces de dysfonctionnements synaptiques et de dégénérescences axonales.
L’analyse morphologique des neurones montre que la dégénérescence s’effectue
progressivement des terminaisons nerveuses vers le soma (« Dying back pattern »).
Néanmoins, en 1’absence d’outils appropriés, les modalités et les mécanismes moléculaires
qui conduisent au dying back demeurent encore mal connus. Nous nous proposons d’aborder
cette problématique en utilisant un nouveau systéme de culture primaire de neurones; la
microfluidique, qui permet une compartimentalisation efficace des axones et des somas de
neurones issus du systeme nerveux central.

Grace a cet outil, nous mettons en évidence pour la premicre fois, qu’un stress appliqué
uniquement au niveau du corps cellulaire est suffisant pour induire un dying back pattern. En
effet, ’axone commence a se fragmenter alors que le corps cellulaire « stressé » ne présente
aucun signe d’anomalie. Il semble donc qu’un signal de dégénérescence se soit propagé dans
I’axone depuis le soma. D’un point de vue moléculaire, la map kinase JNK impliquée dans
les phases précoces de 1’apoptose est ici le premier signal observé dans 1’axone, contrdlant la
fission des mitochondries et 1’activation des caspases, qui sont les effecteurs moléculaires de
la phase d’exécution de 1’apoptose. Il semble alors que le terme apoptose, exclusivement
utilisé pour faire référence a la mort du corps cellulaire, puisse s’étendre a I’axone.

De plus, nous avons démontré que la Sirtuine 3 une deacetylase NAD+ dépendante, résidant
dans la mitochondrie, est elle aussi impliquée. Ainsi nos résultats suggeérent que le NAD+ et
le programme apoptotique peuvent ensemble participer au devenir de 1’axone (Magnifico S et
al., article soumis).

Enfin, en utilisant la forme agrégée du peptide amyloide 25-35, modélisant un dépét focal de
plague amyloide, nous confirmons nos observations en démontrant que la portion distale des
axones est partiellement résistante a I’exposition du peptide 25-35, tandis qu’une exposition
somatique déclenche une propagation antérograde d’un signal toxique qui conduit a une
dégénérescence rétrograde de 1’axone. Cette relative résistance axonale peut étre expliquée
par le transport antérograde de mitochondries saines en provenance du corps cellulaire.
(Magnifico S et al., article en cours d’écriture).

En conclusion, ce travail s’intégre dans la compréhension des mécanismes de la

dégenérescence axonale observee dans les maladies neurodégenératives telle que la Maladie
d’Alzheimer.
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