Une approche protéomique pour mieux
appréhender les dialogues et conflits

moléculaires entre hotes et parasites

Nous avons utilisé I’électrophorese bidi-
mensionnelle et la spectrométrie de
masse afin d’identifier les éventuelles
protéines d’intérét. U'étude des protéi-
nes exprimées par le génome de I’hGte
et par celui du parasite a I'aide de la
protéomique (ou parasitoprotéomique)
offre une vision rapide et globale du
dialogue moléculaire mis en place au
cours de la manipulation [5]. Prenant en
compte la possibilité d’éventuels croise-
ments moléculaires entre la sauterelle
et son parasite via la synthese de pro-
téines mimétiques, nous avons réalisé
des recherches de protéines exprimées
de maniére différentielle dans le cerveau

nématomorphe sont mimétiques a celles
produites par la sauterelle. Ces protéines
appartiennent a la famille des Wnt et
sont exprimées de maniere différentielle
dans les cerveaux de sauterelles lors de
I’expression du comportement modifié.
Ces protéines mimétiques auraient ainsi
une place importante dans la cascade
d’événements a l'origine de I’altération
du comportement de I’hote. Il est souvent
admis que les parasites exploitent prin-
cipalement des méthodes indirectes ou
moins coliteuses en énergie pour modifier
le comportement de leur hote. Toutefois,
la particularité de notre systeme est tres
certainement la grande taille du parasite,
ce qui rend possible la production en assez
grande quantité de molécules mimétiques
effectrices qui agiraient directement sur

des insectes vecteurs hématophages.
Un nombre croissant de travaux montre
que la sélection a favorisé les parasites
capables de manipuler leurs vecteurs
afin d’augmenter leur chance d’étre
transmis [6]. Ainsi la protéomique sera
dans les années a venir un outil essentiel
pour comprendre les mécanismes sous-
jacents de ces altérations du comporte-
ment et pourrait apporter des informa-
tions précieuses dans la lutte contre ces
maladies. ¢

Parasitic manipulation : where are we
and where should we go ?
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sant des molécules effectrices qui agis-
sent directement sur le systeme nerveux
central de I’hote. L'un des résultats les
plus fascinants de cette étude est que
deux de ces protéines sécrétées par le
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Et I’épilepsie devint
une maladie de ’astrocyte

Hervé Chneiweiss

> Qu’il devient lointain le temps du dogme
central de la neurobiologie ou le tissu
noble, seul habilité a transporter I'infor-
mation, était constitué par les réseaux
de neurones, tandis que les cellules glia-
les étaient réduites au role de tissu de
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soutien, tout juste dignes de fournir
quelques substrats énergétiques a leurs
augustes voisines ! Depuis 20 ans, les
travaux portant sur la macroglie, astro-
cytes et oligodendrocytes, ont révélé de
multiples fonctions pour ces cellules, y

compris des fonctions essentielles dans
le domaine de la communication cellu-
laire [1]. La synapse, zone de contact
entre deux neurones ou 'information est
transférée de I'un a I'autre sous forme
d’amplitude de libération d’une molécule

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200521121023
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de communication, le neurotransmet-
teur, est devenue neuro-astrocytaire.

Astrocyte et synapse

En effet, les astrocytes jouent un role
majeur dans I’élimination rapide des
ions et des neurotransmetteurs par des
systémes de recapture puissants, per-
mettant ainsi une régénération rapide de
la capacité de transmission de I'infor-
mation. L'exemple méme de cette fonc-
tion est la synapse excitatrice la plus
fréquemment rencontrée dans le systeme
nerveux: la synapse glutamatergique.
Les transporteurs astrocytaires, essen-
tiellement EAAT2/GLT1 chez Iadulte, éli-
minent rapidement le glutamate de la
synapse. Il existe de plus un couplage
métabolique entre I’entrée de glutamate
et la libération par "astrocyte de glucose
ou de lactate, permettant un fonction-

nement harmonieux de la synapse. La
perte des transporteurs, observée dans
certaines maladies neurodégénérati-
ves humaines comme la sclérose laté-
rale amyotrophique (SLA), entraine une
augmentation des concentrations de
glutamate extracellulaire et une excito-
toxicité qui aboutit a la perte neuronale.
Il en est de méme lors d’une ischémie ou
la modification morphologique de I'as-
trocyte (swelling) induit une inactivation
des transporteurs du glutamate, aggra-
vant la perte neuronale. Il est également
possible d’observer des situations ol les
transporteurs fonctionnent a I’envers,
c’est-a-dire ol les astrocytes libérent
du glutamate au lieu de le recapter. Au
cours des derniéres années, plusieurs
groupes travaillant sur un modele de
tranches d’hippocampe maintenues en
survie ont mis en évidence une libération

Figure 1. Les astrocytes (en jaune) participent de fagon active au fonctionnement des synapses

(ici glutamatergique, agrandie dans [’encart en microscopie électronique).
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de glutamate in situ a partir des astro-
cytes. Cette libération provoque I’appa-
rition de courants transitoires lents dans
les neurones voisins par stimulation de
récepteurs de type NMDA [2, 3].

Astrocyte et épilepsie

L'épilepsie est la pathologie neurologi-
que la plus fréquente apres la migraine.
€lle se caractérise par la décharge
paroxystique et hypersynchrone d’un
groupe de neurones. Une des questions
fondamentales de I’épileptologie réside
dans la compréhension du mécanisme
de synchronisation des cellules lors des
crises focales. Un article du groupe de
Maiden Nedergard [4] place aujourd’hui
I’astrocyte au cceur du mécanisme de
synchronisation. Depuis les années 60, il
est connu grdce aux enregistrements £€G
que la crise d’épilepsie corticale focale
se caractérise par I"apparition d’une
onde de dépolarisation lente de 50 a 200
millisecondes, observée dans tous les
neurones au méme moment et baptisée
PDS (paroxysmal depolarization shift).
L’analyse fine du PDS a montré qu’il était
lié a un potentiel synaptique dépendant
de I'activation des récepteurs AMPA,
les principaux récepteurs-canaux sensi-
bles au glutamate, et que les récepteurs
NMDA, également canaux et sensibles
au glutamate, jouaient un certain role
dans la phase tardive du PDS [5]. La
principale différence existant entre le
PDS et les crises généralisées réside dans
I’existence d’une phase inhibitrice finale
lors du PDS.

Ou sont nos astrocytes dans cette
affaire ? Jusqu’'a présent, de pauvres vic-
times collatérales de la pathologie neu-
ronale. Il est effectivement bien connu
que la survenue de crises comitiales
provoque une modification morphologi-
que des astrocytes avec hypertrophie du
corps cellulaire et augmentation appa-
rente de leur nombre, la gliose réactive
chronique. Des enregistrements électri-
ques lors des crises montraient égale-
ment une onde de dépolarisation lente
correspondant bien a la capture passive
de potassium, massivement libérée a la



suite de la décharge neuronale, par des
cellules largement connectées grdace a
des jonctions de type gap [6]. Il semble
toutefois possible d’observer une gliose
précédant la survenue des crises dans
certains modeles. La réaction astrocy-
taire ne serait donc pas obligatoirement
secondaire a la crise.

Le travail présenté aujourd’hui bénéficie
des derniéres avancées de la technologie
d’imagerie cellulaire du calcium. Les
auteurs ont chargé les cellules de I’hip-
pocampe (gyrus et CA1) avec du calcium
«cagé ». Lexposition a une source laser
permet la libération et la brusque éléva-
tion intracellulaire du calcium. La tech-
nique utilisée, couplée a la technologie
de microscopie en double photon, per-
met de cibler une cellule particuliére et
d’enregistrer les conséquences dans les
cellules voisines. Lorsque le calcium est
libéré au sein d’un astrocyte, on observe
dans les neurones avoisinants I'appari-

tion d’une dépolarisation typique d’un
PDS. Si le calcium est libéré dans le cyto-
plasme d’un neurone, rien ne se passe.
De fagon intéressante, les auteurs ont
testé 5 modeles différents de genéese des
crises. Dans chaque cas, I'interférence
avec la transmission neuronale n’af-
fecte pas le PDS tandis que le blocage
des vagues calciques se transmettant
d’astrocytes en astrocytes ou I’inhibi-
tion de I'augmentation intracellulaire du
calcium astrocytaire inhibe totalement
I"apparition du PDS.

Ce travail place donc I'astrocyte au cceur
du mécanisme de synchronisation de la
crise. Comment s’intégrent ces données
dans la véritable clinique d’une crise
chez ’lhomme ? Au moins dans le phéno-
mene de réentrée qui met en résonance
la décharge neuronale et la réponse
gliale lors de la crise. Quel est I'ceuf et
quelle est la poule ? La réponse reste
ouverte, mais la modulation des trans-
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porteurs astrocytaires du glutamate
devient une nouvelle cible thérapeutique
pour le contrdle de crises particuliere-
ment invalidantes. ¢

An astrocytic basis of epilepsy
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protéines-protéines dans
les PNB [6]. Notre but est de
comprendre le role des PNB
au cours de I'assemblage du

et en cellules vivantes

Daniéle Hernandez-Verdun

> Le noyau des cellules est réorganisé
apres chaque mitose. Ce qui implique la
reformation de I’enveloppe nucléaire, la
décondensation de la chromatine et la
réorganisation des machineries nucléai-
res. Il faut réadresser les machineries
au bon endroit au bon moment pour ras-
sembler un noyau fonctionnel.

La re-formation du nucléole, site de la
biogeneése des ribosomes, a été choisi
comme systéme modéle [1, 2]. Nous
cherchons a comprendre comment les
machineries de maturation des ARN ribo-
somiques (ARNr) sont recrutées sur les
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sites de transcription des génes riboso-
miques. Pendant la mitose, les machi-
neries de maturation nucléolaires sont
localisées a la périphérie des chromo-
somes et donc a distance des genes
ribosomiques.

On sait que le recrutement des protéines
de maturation n’est pas direct mais fait
intervenir une étape intermédiaire: la
formation de corps appelés PNB (pre-
nucleolar body) [3-5]. Dans un travail
récent, nous avons comparé la dynamique
de formation des PNB, le tri des protéines
en fonction du temps et les interactions

nucléole.

Méthodes utilisées

Nous avons utilisé la vidéo microscopie
pour comparer la dynamique des protéi-
nes avec des étiquettes fluorescentes ver-
tes (GFP) ou rouge (DsRed). Nous avons
comparé les concentrations des protéi-
nes de maturation précoces ou tardives
dans les PNB. €nfin nous avons utilisé une
méthode de FRET (fluorescence resonance
energy transfer) fondé sur la décroissance
de la durée de vie de la GFP (donneur) en
présence de DsRed (accepteur) [7]. Cette
analyse non invasive, est réalisée pendant
I’assemblage du nucléole et mesure la
distance entre les deux étiquettes fluo-
rescentes. La distance entre la GFP et la
DsRed est inférieure a 7 nm s’il y a FRET ce
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