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Une fonction conservée

chez la drosophile

Au cours de la neurogenese chez la
mouche Drosophila melanogaster, les
divisions des neuroblastes, précur-
seurs du systéme nerveux central, sont
asymétriques [7, 8]. Le neuroblaste
se divise pour donner deux cellules de
tailles et de compositions différentes :
une cellule ganglionnaire et un neuro-
blaste. L'alignement du fuseau le long
de I’axe apical-basal en prométaphase
est essentiel pour maintenir la polarité
du neuroblaste (Figure 2B). Uanalyse de
Iorientation du fuseau dans les neuro-
blastes de lignées invalidées généti-
quement pour la huntingtine a montré
que la huntingtine est nécessaire au
bon déroulement de cette étape. De
plus, la surexpression d’un fragment de
huntingtine drosophile dans des cel-
lules neuronales murines dépletées en
huntingtine rétablit une orientation cor-

recte du fuseau. Ainsi, la fonction de la
huntingtine dans le positionnement du
fuseau de division est conservée chez
la drosophile et les mammiferes [11].
La découverte de cette fonction devrait
non seulement permettre de mieux com-
prendre les mécanismes fondamentaux
de la division cellulaire et de la neuro-
genése, mais également ceux qui contri-
buent a la progression de la maladie de
Huntington. ¢

Huntingtin, mitosis and cell fate
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Le transporteur de la sérotonine :

cible d’antidépresseurs

comme le Prozac®
Lesystemesérotoninergique, quiinnervede
multiples régions du cerveau, contrdle les
comportements alimentaires, sexuels, le
cycle veille-sommeil, I"anxiété, I’humeur,
etc. [1]. La sérotonine (5-hydroxytryp-
tamine, 5-HT) joue un role majeur dans
la dépression, méme si d’autres neu-
rotransmetteurs comme la noradréna-
line sont aussi impliqués. D’ailleurs, des
connexions relient les neurones séroto-
ninergiques situés dans les noyaux du
raphé aux neurones noradrénergiques
concentrés dans le locus ceeruleus (LC)
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(Figure 1). Les transporteurs de la séro-
tonine (SERT, serotonin transporter),
de la noradrénaline ou de la dopamine
assurent la recapture de ces neurotrans-
metteurs au niveau de la synapse. €n
régulant la concentration extracellulaire
de ces monoamines, les transporteurs
participent a la neurotransmission et sont
la cible de nombreuses drogues et agents
thérapeutiques (antidépresseurs, anti-
psychotiques, hallucinogenes, ecstasy,
cocaine, etc.) [2].

Les états dépressifs sont associés a des
déficits en 5-HT. Les antidépresseurs
développés depuis les années 1960 visent
donc principalement a augmenter la

concentration en 5-HT au niveau de la
synapse pour améliorer ou rétablir la
neurotransmission sérotoninergique chez
les patients déprimés [3]. Le chef de
file des antidépresseurs est la fluoxé-
tine (Prozac®) qui est classée parmi les
inhibiteurs sélectifs de la recapture de
la sérotonine (SSRI, selective serotonin
reuptake inhibitor) (fluoxétine/Prozac®,
paroxétine, citalopram, sertraline, etc.).
Le SERT est donc la cible des SSRI. Néan-
moins, quel que soit I"antidépresseur
considéré, I'observation clinique montre
qu’il faut un délai d’environ trois semai-
nes pour que I’éventuel effet bénéfique
de I'antidépresseur soit objectivé. Ce
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délai indique qu’il existe des méca-
nismes d’adaptation des neurones aux
antidépresseurs qui restaient jusqu’alors
totalement énigmatiques.

Les SSRI se fixent sur le SERT et bloquent
sa fonction. IIs provoquent aussi une
baisse de I’expression de cette protéine
sans affecter le niveau des ARN messa-
gers (ARNm) [4]. Ceci indique que les SSRI
mobilisent des mécanismes de régulation
de I’expression du SERT @ un niveau post-
transcriptionnel. D’ou I'idée d’explorer si
des microARN (miR) pourraient moduler
la traduction des ARNm du SERT et avoir
in fine un impact sur la sensibilité des
neurones aux SSRI en régulant le taux de
synthése du SERT. €n effet, les miR sont
des ARN non codants de 21 a 25 nucléo-
tides qui, en s’appariant avec des ARNm
cibles, répriment leur traduction ou pro-
voquent leur dégradation [5]. Bien que
les miR émergent aujourd’hui comme des
régulateurs de la différenciation et de
’homéostasie cellulaires [12, 13], les
signaux qui en régulent I'expression et
celle de leurs protéines cibles restent peu
connus. De nombreux miR sont exprimés
dans le cerveau [6]. Comment parvenir
a identifier celui qui cible les ARNm du
SERT et comment déterminer si les SSRI
exercent leur action en interférant avec
I’expression d’un miR ?

La lignée 1C11

de cellules souches neuronales :

un outil précieux pour identifier le role
de miR-16 sur I’expression du SERT
Une lignée de cellules souches neuro-
ectodermiques a été établie par notre

m/s n® 2, vol. 27, février 2011

équipe a partir de cellu-
les embryonnaires plu-
ripotentes murines [7].
Cette lignée, nommée
1C11, a la capacité, selon
la nature des inducteurs,
d’acquérir toutes les
propriétés des neurones sérotoninergi-
ques (1C11%°"T) en quatre jours, ou des
neurones noradrénergiques (1C11N¢)
en douze jours. Les ARNm codant pour
le SERT sont présents dés le stade de
cellule souche et leur niveau ne varie
pas aprés Iinduction des cellules dans
chacune des voies de différenciation
[8]. Le SERT est fonctionnel au jour 4
de la différenciation sérotoninergique
mais, comme in vivo, la protéine est
absente dans les cellules 1C11NE,
Chacun des programmes de différencia-
tion recrute presque 100 % des cellules,
ce qui permet de quantifier par des
approches pharmacologiques le nombre
de molécules de SERT via la fixation
des SSRI (paroxétine radioactive) et
de rechercher si les neurones 1C113-"T
versus 1C11N€ expriment de facon diffé-
rentielle tel ou tel miR. Guidés par des
prédictions in silico et des approches
moléculaires, nous avons confirmé que
miR-16 peut s’apparier a la région 3’UTR
de I’ARNm du SERT et bloquer sa traduc-
tion [9]. Ces premiers indices nous ont
mis sur la piste de miR-16.

Quel est le statut de miR-16 dans la
lignée 1C11 ? Son niveau est faible dans

les neurones 1C11%-"T

qui expriment le
transporteur. €n revanche il est élevé
dans les neurones 1C11NE et pourrait
donc empécher la traduction illégitime
des ARNm du SERT qui sont présents
dans les neurones noradrénergiques.
De fait, en neutralisant miR-16 par des
anti-miR-16 (oligonucléotides anti-
sens de miR-16) dans les cellules 1C11NE,

on permet la synthése du SERT et les

Figure 1. Schéma illustrant la localisation des neurones sérotoninergiques des
noyaux du raphé (en jaune) et des neurones noradrénergiques du locus cceruleus

(en bleu, fleche). Ils sont localisés au niveau du tronc cérébral, sous le cortex.

cellules 1C11N€ deviennent capables de
fixer les SSRI. De plus, les cellules 1C11N
conservent leurs fonctions noradréner-
giques mais se mettent a synthétiser
la 5-HT et a exprimer I’ensemble des
fonctions sérotoninergiques. Ces obser-
vations dévoilent une plasticité intrin-
seque des neurones noradrénergiques
qui possédent des ARNm « dormants »
codant pour les fonctions sérotoninergi-
ques. Ces ARNm sont silencieux en raison
d’un taux élevé de miR-16 et une chute
du niveau de ce miR confere a ces neu-

1€ une sensibilité aux SSRI et

rones 1C1
la capacité de produire de la 5-HT.

Le role de miR-16 sur cette plasticité
neuronale a été mis en évidence dans
le cerveau. Comme dans la lignée 1C11,
le niveau de miR-16 est faible dans
les noyaux sérotoninergiques du raphé,
alors qu’il est fort dans les neurones
noradrénergiques du LC. L'introduction
d’un anti-miR16 dans le LC dévérouille
la traduction des ARNm du SERT. Le LC
synthétise alors le transporteur et peut
donc fixer les SSRI. De plus, les neurones
noradrénergiques acquierent un phéno-
type mixte et sont capables de libérer de
la 5-HT en plus de la noradrénaline.

La fluoxétine modifie

les propriétés des neurones
noradrénergiques du locus ceeruleus
via la régulation de miR-16

L’enjeu a été ensuite d’évaluer si un
traitement par les SSRI pouvait avoir
un impact sur le niveau de miR-16
dans le raphé et dans le LC (Figure 2).
Chez la souris, 'injection stéréotaxique
de fluoxétine dans le raphé pendant
trois jours provoque une augmentation
de miR-16 et une diminution de moi-
tié du nombre de molécules de SERT.
miR-16 est bien responsable de cette
baisse car une injection de miR-16
dans le raphé mime I’action de la
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Situation normale
Sérotonine (5-HT)

Noradrénaline (NE)

Figure 2. Mécanisme selon

lequel les neurones noradré-

Wnt @ 4 NE nergiques deviennent sensibles
y v
e “ SERT mmm a la fluoxétine (mieux connue
t Gan
récepteﬂr ULLLLY Fente Pré ) 4 sous le nom de Prozac®). Dans
5 . — miR-16 . . .

Pre " synaptique miR-16 NE les neurones sérotoninergiques

: — miR-
miR-16 du raphé, le Prozac® bloque

. e Neurones noradrénergiques 3 .
Neurones sérotoninergiques Locus ceeruleus la recapture de la sérotonine
Raphé (5-HT) par le transporteur
Traitement par le Prozac® (SERT). De plus, en contrecar-
Prozac® Sensibilité rant la voie de signalisation
rozac A au Prozac® . . )
@, Wnt qui favorise la maturation
Wnt X ' ’ NE des pré-miR-16 en miR-16, il
¥, v =
r:,, “ SERT mmm “SERT _5@ augmente le niveau de miR-16,
ULLED pee g , . L
Pré'i. y s1008 . Jindibeide= (e € ce qui entraine une diminu

miR-16 R-168 NE tion de la synthése du SERT.

Neurones sérotoninergiques

"m'_—// miR-16 — MR-16%
s1o0p #

Les neurones noradrénergiques acquiérent
des fonctions de neurones sérotoninergiques

Le Prozac® provoque égale-
ment la libération du facteur
neurotrophique S100B par les

neurones  sérotoninergiques.

S100p sert de relais entre les neurones du raphé et ceux du locus ceeruleus via leurs connexions. Au niveau des neurones noradrénergiques du locus

ceeruleus, S1003 fait chuter le niveau de miR-16, ce qui dévérouille la traduction du SERT & partir des ARNm dormants et I’expression d’autres fonctions

sérotoninergiques. Les neurones a noradrénaline synthétisent le SERT et deviennent sensibles au Prozac®; ils représentent aussi une nouvelle source de

sérotonine dans le cerveau.

fluoxétine sur le SERT. Dans le LC, P’in-
jection de fluoxétine n’a pas d’effet
comme nous pouvions le prévoir du
fait de "absence de SERT. €n revanche,
I’injection de fluoxétine dans le raphé
provoque une baisse de miR-16 dans le
LC qui libere, comme dans les cellules
1C11NE, Pexpression du SERT et d’autres
fonctions sérotoninergiques. Les neu-
rones noradrénergiques synthétisent
de novo de la 5-HT et le LC devient
une nouvelle source de sérotonine dans
le cerveau. Afin de se rapprocher des
conditions d’administration des anti-
dépresseurs aux patients, des souris ont
recu une dose quotidienne de fluoxé-
tine (par voie intrapéritonéale pendant
vingt jours). Ce traitement systémique
induit également une baisse de miR-16
et "apparition du SERT dans le LC.

Cette étude apporte la premiére
démonstration qu'un médicament peut
exercer son action en interférant avec
les mécanismes de régulation des miR.
Les genes codant les miR sont transcrits
sous la forme de précurseurs (pré-miR)

m/s n® 2, vol. 27, février 2011

qui, apres clivage, génerent des miR
matures [12]. Le taux d’un miR dépend
de I'efficacité de transcription du géne
et/ou de celle des étapes de matura-
tion. Dans le raphé comparé au LC, le
niveau de pré-miR-16 est inversement
corrélé au niveau de miR-16. Il existe
donc des mécanismes intrinseques qui
régissent une maturation différentielle
des pré-miR-16 dans ces deux régions
du cerveau. Dans le raphé, la fixation de
fluoxétine au SERT augmente la conver-
sion des pré-miR-16 en miR-16. Les
voies de signalisation qui contrélent la
maturation des miR sont peu décrites
[10]. Nous avons mis en évidence que
la voie Wnt, connue pour son réle dans
I’embryogenése et I’homéostasie des
cellules souches, est impliquée dans la
réponse aux SSRI [9]. Une co-injection
d’activateurs de la voie Wnt canoni-
que et de fluoxétine abolit I'effet de
ce SSRI. La fluoxétine augmente donc
le niveau de miR-16 dans le raphé en
contrecarrant la voie Wnt canonique. A
I’inverse, la baisse de miR-16 observée

dans le LC est associée a une activation
de la voie Wnt.

Le réle majeur de miR-16 dans I"action
de la fluoxétine a été confirmé par des
tests comportementaux chez la souris
[9] : une injection de miR-16 dans le
raphé ou d’anti-miR1é dans le LC a
un impact proche de celui d’un traite-
ment par la fluoxétine dans des mode-
les de dépression (collaboration avec
Hoffmann-LaRoche, Bale).

A ce stade, une question majeure res-
tait non résolue : comment la fixation
de fluoxétine sur le SERT des neurones
sérotoninergiques du raphé peut-elle
provoquer la chute du niveau de miR-16
dans le LC?

Transmission de la réponse

a la fluoxétine des neurones
sérotoninergiques aux neurones
noradrénergiques par S1003

Des connexions existent entre le raphé
et le LC (Figure 1). Lors d’un traitement
parleProzac®, le raphé mobilise la plas-
ticité des neurones noradrénergiques du



LC afin qu’ils synthétisent de novo SERT
et 5-HT. Comment identifier, parmi la
constellation de signaux qui controlent
les fonctions cérébrales, le signal émis
par le raphé en réponse a la fluoxétine
et responsable de la chute de miR-16
dans le LC ? Une seule solution : revenir
a la lignée 1C11 et rechercher quelle
molécule pouvait étre produite par les
cellules 1C11%MT exposées a la fluoxé-
tine. Le relais est assuré par S100p,
une protéine neurotrophique qui fixe
le calcium [11]. Les cellules 1C115-HT)
comme celles du raphé, répondent aux
SSRI en augmentant leur sécrétion de
S100P, et le niveau de miR-16 dimi-
nue dans les cellules 1C11N€ exposées
a S100B. Dans le LC, une injection de
S100B provoque une diminution de
miR-16 et rend les neurones noradré-
nergiques compétents pour synthétiser
SERT et 5-HT. La synergie des approches
in vitro et in vivo a permis de révéler les
liens fonctionnels entre la fluoxétine,
miR-16, le transporteur de la séroto-
nine et la molécule-signal, S100pB, qui
relaie I’action des SSRI du raphé au LC
(Figure 2).

Conclusion

Ces travaux dévoilent comment les anti-
dépresseurs alimentent un dialogue
entre le raphé et le LC et mobilisent la
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plasticité des neurones noradrénergi-
ques pour exercer leur action. lls appor-
tent un nouvel éclairage a la théorie
des monoamines [3], développée dés
la fin des années 1950, qui stipule que
les états dépressifs sont associés a des
déficits de neurotransmissions séroto-
ninergique et noradrénergique dans le
cerveau. Cette théorie fut confortée par
la mise sur le marché des antidépres-
seurs dont la consommation mondiale
concerne presque 20 millions de per-
sonnes (1 personne sur 5 en France).
Cette étude démontre surtout le rdle
central de miR-16 dans la régulation de
I’expression du SERT et dans la réponse
adaptative des neurones sérotoniner-
giques et noradrénergiques a un trai-
tement par les SSRI. Chaque maillon de
la chafne de réactions mobilisée par la
fluoxétine constitue, des lors, un crible
voire une cible thérapeutique poten-
tielle qui devrait permettre de mieux
cerner la pharmacodynamie des anti-
dépresseurs. ¢

miR-16: a key for adaptive responses
of neurons to fluoxetine
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