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RESUME

Les adaptations cellulaires et moléculaires induites par les drogues au sein des neurones du
systeme de récompense jouent un role central dans les altérations comportementales a long
terme observées dans I’addiction. Cette étude s’inscrit dans une démarche de compréhension
des processus cellulaires rapidement mis en jeu par la cocaine et susceptibles d’impacter

durablement le fonctionnement neuronal et les comportements.

La protéine Arc est un acteur majeur de la plasticit¢ neuronale, elle est induite dans de
nombreux paradigmes d’apprentissages et son expression est essentielle pour I’établissement
de la plasticité synaptique a long terme et la consolidation de la mémoire. L’ objectif de cette
étude était de caractériser le profil et les modalités d’induction de Arc dans le striatum en
réponse a la cocaine et d’analyser son rdle dans les réponses moléculaires et

comportementales induites par cette drogue.

Notre étude a montré que I’expression de Arc est augmentée rapidement et transitoirement
dans le striatum apres une injection unique de cocaine sous la dépendance de 1’activation de la
voie ERK. Nos résultats montrent que la cocaine induit une accumulation rapide et massive de
la protéine Arc dans le noyau des neurones striataux. Dans le noyau Arc se localise dans des
régions actives de transcription, a proximité des histones H3 sous leur forme phosphorylée. In
vitro, la surexpression de Arc diminue la phosphorylation des histones H3 induite par le
glutamate indiquant qu’elle altére le remodelage de la chromatine induit par D’activité
neuronale. L’invalidation génétique et totale de la protéine in vivo dans un modele de souris
transgénique conduit & une décompaction de la chromatine associée a une augmentation de
I’activité de la RNA Polymerase II démontrant que Arc exerce un effet répresseur sur les
mécanismes transcriptionnels. La perte totale d’expression de Arc conduit a une augmentation
de la sensibilité a la cocaine et favorise le développement d’altérations comportementales a

long terme induites par de faibles doses de cocaine.



ABSTRACT

Molecular and cellular adaptations induced by drugs of abuse in the reward system play a key
role in long-term behavioral alterations encountered in addiction. This work falls within an
approach of understanding the cellular processes rapidly engaged by cocaine that could

underlie the persistent alteration of neuronal physiology and behaviors.

Arc protein is a major player in neuronal plasticity. Arc is induced in many behavioral
paradigms and is essential for long-term synaptic plasticity and memory consolidation. The
aim of this study was to characterize the profile and modality of Arc induction within the

mouse striatum in response to cocaine administration.

Our study shows that Arc expression is rapidly and transiently increased in the striatum after
acute cocaine in an ERK-dependent fashion. This work revealed that cocaine-induced Arc
protein rapidly and transiently accumulates in the nucleus of striatal neurons. In the nucleus,
Arc is preferentially expressed in active transcription regions and localizes at the vicinity of
phosphorylated histones H3. In vitro Arc overexpression decreased glutamate-induced
Histones H3 phosphorylation showing that Arc interferes with activity-dependent chromatin
remodeling. /n vivo genetic invalidation of Arc expression in a transgenic mouse model was
associated with a decreased chromatin compaction and increased RNA Polymerase II activity
suggesting a repressive role of Arc on transcriptional mechanisms. Total Arc loss of
expression leads to increased sensitivity to cocaine and promotes long-term behavioral

alterations induced by low doses of cocaine.
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INTRODUCTION



Chapitre 1. Des apprentissages motives a I’addiction

Au cours de la vie, le systeme nerveux central (SNC) recgoit des informations sensorielles en
provenance du monde extérieur ainsi que des stimuli internes qui le renseignent sur les
parametres physiologiques de I’individu. L’ intégration de ces signaux au sein du SNC permet
a l’individu de répondre de maniére appropriée aux changements environnementaux.
L’activité nerveuse qui résulte de ces interactions fournit un mécanisme par lequel
I’environnement peut influencer la structure et les fonctions du cerveau. Cette capacité des
réseaux neuronaux a se modifier au cours de la vie est le reflet des propriétés plastiques du
SNC. La plasticité¢ neuronale se définit ainsi comme la capacité du cerveau a s’adapter a son
environnement et a changer ses réponses en fonction des expériences déja vécues. Cette
plasticité sous-tend les processus d’apprentissage et de mémoire qui requierent
respectivement 1’acquisition de nouvelles informations et I’encodage, le stockage ainsi que la

récupération de celles-ci.

Au sein des structures cérébrales associées aux systémes de stress et de récompense, les
mécanismes de plasticité permettent a 1’individu d’orienter son comportement de fagon
favorable a sa survie en fonction de situations déja expérimentées. La plasticité de ces réseaux
est importante pour les processus d’apprentissage motivés par la récompense qui permettent
notamment de maintenir et reproduire des comportements importants pour la survie de
I’individu. Ces systémes qui sont, par définition, modulés de fagon permanente par les stimuli
extérieurs, sont également impactés par I’exposition aux drogues. Les substances addictives
sont des composés chimiques capables de détourner la fonction physiologique de ces réseaux
en modifiant leur fonctionnement aux niveaux cellulaire et moléculaire. Dans ces circuits, les
drogues induisent une forme pathologique de plasticité neuronale qui semble jouer un rdle

majeur dans les altérations comportementales observées dans 1’addiction.

1. Apprentissage et récompense

La capacité¢ des organismes a se procurer des ressources pour satisfaire leurs besoins

physiologiques et rencontrer des partenaires pour se reproduire est primordiale pour la survie



de I’individu et la préservation de 1’espéce. L’atteinte de ces objectifs procure une sensation
de plaisir qui en fait des récompenses naturelles désirées et recherchées par les individus.
L’efficacité a obtenir ces récompenses requiert des processus d’apprentissage qui permettront
de détecter et mémoriser des indices et un contexte favorables a leur rencontre. Les mémes
mécanismes sont engages pour les sensations négatives qui dicteront I’évitement de contextes
dangereux ou douloureux pour I’individu. Les apprentissages motivés par la récompense
permettent ainsi de maintenir ou reproduire des comportements favorables a la survie et ce, en

fonction de situations déja vécues.

a. Les apprentissages motivés par la récompense

Les processus d’apprentissages motivés permettent de détecter et de mémoriser 1’association
entre des indices et contextes spécifiques et des réponses particulieres telles que le désir
d’obtenir la récompense, 1’action pour se la procurer et la consommer. La sensation de plaisir
ressentie lors de la rencontre avec la récompense constitue la premicre étape des
apprentissages motivés et va engendrer le désir de 1’obtenir a nouveau. L’acquisition
subséquente de ces apprentissages nécessite d’associer la récompense a des indices
environnementaux qui sont prédictifs de sa présence et a une séquence motrice permettant de
I’obtenir. Enfin, Dattribution d’une valeur motivationnelle a la récompense permet a
I’individu de comparer différentes récompenses et de sélectionner une action parmi
différentes options. Un modele est ainsi proposé dans lequel la réponse a des récompenses
comporte trois composantes: I’émotion ressentie au contact de la récompense, I’apprentissage
des indices et actions qui permettent de I’obtenir et 1’attribution d’une valeur motivationnelle

distincte a chaque récompense (Berridge and Robinson, 2003).

b. Les circuits de la récompense

L’attribution de valeurs émotionnelles aux stimuli et 1’acquisition d’apprentissages motivés
requi¢rent des systémes neuronaux capables de répondre aux récompenses et de modifier la
réponse de 1’individu en fonction de celles-ci. La mise en évidence de tels systemes a débuté
avec les travaux de Olds et Milner qui ont montré que des rats retournent volontairement dans
des régions de I’environnement ou ils ont re¢u une stimulation de certaines régions cérébrales

(Olds and Milner, 1954). Des études ont ensuite montré que des rats implantés avec des



¢lectrodes délivrant une stimulation électrique faible dans des régions cérébrales spécifiques
sont capables de s’auto-stimuler en appuyant sur un levier de fagon répétée (Beninger et al.,
1977). L’auto-stimulation chez le rat est accrue lorsque les électrodes sont implantées dans
des régions riches en corps cellulaires dopaminergiques (Corbett and Wise, 1980). Le role
majeur des projections dopaminergiques dans les apprentissages motivés par la récompense a
ensuite été établi au travers de nombreuses études (Yokel and Wise, 1975, Wise and

Schwartz, 1981, Wise, 2005).

L’acquisition des apprentissages motivés requiert des circuits neuronaux capables d’intégrer
I’ensemble des informations sensorielles, motrices et émotionnelles impliquées dans les
réponses adaptatives aux récompenses. Les circuits de récompense sont ainsi caractérisé€s par
une interaction complexe entre les aires corticales et associatives, impliquées dans le
traitement des informations émotionnelles, et les aires sensori-motrices ainsi qu’avec les
régions hypothalamiques qui renseignent sur les parameétres physiologiques (Swanson, 2000).
D’un point de vue anatomique, les systemes de récompense regroupent des réseaux neuronaux
interconnectés comprenant 1’amygdale, 1’hippocampe et le systéme dopaminergique méso-
cortico-limbique issu de I’ATV et la SNc projetant vers le cortex et le striatum (Figure 1).
L’interaction étroite et réciproque entre ces régions limbiques et décisionnelles avec les
structures diencéphaliques impliquées dans les fonctions autonomes sous-tend le contrdle
étroit des états motivationnels et la capacité a adapter efficacement ces réponses
comportementales au cours de la vie. Les comportements motivés sont modulés par
I’expérience au travers de processus d’apprentissages qui reposent en grande partie sur
I’importante plasticit¢ des réseaux cortico-striataux. Ces circuits glutamatergiques sont
fortement et durablement impactés par I’activité via des mécanismes de plasticité synaptiques

a long terme dépendant du glutamate et de la DA.
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Figure 1 : Illustration schématique des structures et connections impliquées dans
les circuits de récompense

Le systéme dopaminergique méso-corticolimbique issu du mésencéphale envoie des projections
depuis 'aire tegmentale ventrale (ATV) et la substance noire compacte (SNc) vers ’hippocampe
(Percipalle et al.), 'amygdale (AMG), le cortex préfrontal (PFc), le noyau accumbens (Percipalle
et al.) et le striatum dorsal (DS). Les connections majeures entre ces différentes structures sont
représentées ici. Les systémes de récompense regroupent 1”ensemble de ces régions cérébrales
interconnectées.

c¢. La dopamine

Parmi les substrats moléculaires des apprentissages motivés par la récompense, la dopamine
(DA) joue un réle majeur. Cette molécule neuromodulatrice, libérée par diffusion volumique
dans le cerveau, régule de nombreux comportements tels que 1’attention et la mémoire de
travail, la prise de décision, le controle de la motricité. Des dysfonctionnements du systéme
dopaminergique ont ét¢ mis en cause dans différentes pathologies incluant entre autres la
maladie de Parkinson, la schizophrénie ou encore le syndrome de Gilles de la Tourette

(Nieoullon, 2002).

L’innervation dopaminergique du cerveau émane de noyaux regroupés en différents systémes
fonctionnels dans le mésencéphale, le diencéphale (hypothalamus) ainsi que le tubercule
olfactif et la rétine. Le systeme dopaminergique mésencéphalique est principalement impliqué
dans la régulation des fonctions cognitives et motrices. Dans cette région, les corps cellulaires
dopaminergiques sont regroupés dans la substance noire compacte (SNc), 1’aire tegmentale
ventrale (ATV) et I’aire rétrorubrale (RR) formant une population d’environ 30000 neurones
dopaminergiques dans le cerveau de souris. Bien que restreinte, cette population neuronale
projette vers de multiples structures cibles et module ainsi 1’activité de nombreuses régions

cérébrales. L’anatomie de ces voies de projection refléte la diversité qui existe au sein des
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neurones dopaminergiques du mésencéphale et il est possible de distinguer ces neurones en
fonction de leurs structures cibles. On distingue ainsi trois grandes voies de projection issues
du mésencéphale. La voie nigro-striée émane de la SNc et innerve principalement les régions
dorsales du striatum. En modulant I’activité des neurones de cette structure, la voie nigro-
striée participe au contrdle de la motricité (Graybiel, 1990). La voie méso-limbique est formée
des projections issues de I’ATV vers les structures limbiques telles que les régions ventrales
du striatum (noyau accumbens, NAcc), le tubercule olfactif ou encore le septum et
I’amygdale. Enfin la voie méso-corticale comprend les projections de I’ATV vers les aires
corticales telles que le cortex préfrontal, enthorinal ou encore cingulaire (Taber et al., 2012)
(Figure 2). La composante limbique des projections de ’ATV est associée a la régulation de
la motivation alors que les afférences corticales sont engagées dans la mémoire de travail et
I’attention. L’ensemble du réseau ciblé par I’ATV forme le systéme méso-cortico-limbique,
important pour les réponses émotionnelles, la motivation et les processus d’apprentissages
récompensés (Kalivas and Nakamura, 1999). L intégration des informations cortico-limbiques
au sein de ce systéme joue un réle majeur dans 1’attribution des valeurs motivationnelles aux
stimuli récompensants et dans les apprentissages motivés par la récompense (Everitt and

Wolf, 2002, Kalivas and Volkow, 2005).

PFc
DS

NAcc
ATV

AMG sne RR

Figure 2 : Illustration des voies dopaminergiques mésencéphaliques

Les neurones dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale (ATV) projettent vers 'amygdale et
le noyau accumbens (voie mésolimbique) et vers le cortex préfrontal (voie méso-corticale). Les
neurones issus de la substance noire compacte (SNc) et I'aire rétrorubrale projettent vers le
striatum dorsal (voie nigro-striée). PFc, cortex préfrontal ; DS, striatum dorsal; NAcc, noyau
accumbens ; AMG, amygdale ; ATV, aire tegmentale ventrale ; SNc, substance noire compacte, RR
aire rétrorubrale.



Le contréle de I’activité des neurones dopaminergiques est central pour la régulation des
fonctions cérébrales modulées par ce systeme. Les neurones de I’ATV et de la SNc sont ciblés
par de nombreuses afférences et intégrent une grande diversité d’informations en provenance
des aires somatosensorielles, motrices et autonomes (Watabe-Uchida et al., 2012). Au-dela de
la diversité de leurs projections, les neurones de I’ATV et de la SNc semblent également se
distinguer par le type d’afférences qu’ils recoivent. Il a ainsi été montré que les neurones
dopaminergiques de la SNc recoivent des afférences excitatrice majeure des cortex moteur et
somotosensoriel ainsi que du noyau sous-thalamique alors que les neurones de la VTA
recoivent majoritairement des afférences provenant de I’hypothalamus latéral (Watabe-
Uchida et al., 2012). Une étude récente suggere cependant que les neurones dopaminergiques
du mésencéphale se distinguent, en fait, principalement par leurs régions de projections et
recoivent des afférences trés similaires (Menegas et al., 2015). D’apres cette étude, une seule
population neuronale se distinguerait clairement par sa connectivité, il s’agit d’une sous-
population de neurones dopaminergiques projetant vers la région postérieure du striatum. Ces
neurones se démarquent par une trés faible innervation en provenance du striatum ventral au
profit d’une plus forte innervation par le globus pallidus, le noyau sous-thalamique et la zona
incerta. 1l semble également exister une diversité de connectivité au sein méme de I’ATV ou
les neurones qui projettent vers les régions latérales du NAcc recoivent une innervation
préférentielle du noyau tegmental latéro-dorsal alors que les neurones projetant vers le cortex
préfrontal médian regoivent une innervation majoritaire de [’habenula (Lammel et al., 2012).
Cette ¢étude montre que I’activation des afférences en provenance du noyau tegmental latéro-
dorsal est spécifique des comportements de récompense alors que les afférences provenant de
I’habenula sont associées a des comportements d’aversion. Ces différences de connectivité
pourraient ainsi définir des populations neurones engagés spécifiquement dans certaines
composantes des comportements motivés suggérant qu’il existe des circuits spécifiques de

chacune de ces signatures motivationnelles au sein de I’ATV (Lammel et al., 2012).

d. Dopamine et apprentissages motivés

De nombreuses études ont montré que les récompenses naturelles et artificielles exercent leur
effet sur le comportement en augmentant la concentration en DA dans le NAcc (Wise and
Bozarth, 1987, Di Chiara and Imperato, 1988). La DA ne semble pas directement responsable

de la sensation de plaisir associée aux récompenses puisqu’il est possible d’induire une
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préférence hédonique dans des modeles animaux d’inhibition pharmacologique ou génétique
de la libération de DA (Berridge and Robinson, 1998, Cannon and Palmiter, 2003, Robinson
et al., 2005). Il apparait cependant que la DA occupe une place centrale dans les
apprentissages motivés par la récompense ou sa fonction s’est, en effet, avérée plus complexe
qu'un simple signal de récompense (Schultz et al., 1997, Schultz, 2006). Les travaux de
Schultz et ses collaborateurs montrent que les neurones dopaminergiques sont activés en
réponse a une récompense inattendue mais leur réponse se modifie au fur et a mesure que le
singe apprend a reconnaitre le signal qui prédit la récompense. L’activation des neurones par
la récompense elle-méme diminue alors au profit d’'une augmentation de leur activité lors de
la présentation d’un stimulus associé a la récompense. La réponse des neurones est augmentée
dans le cas d’une récompense plus importante qu’attendue et elle est, a I’'inverse, diminuée en
cas d’absence de la récompense attendue. Ces données ont conduit a I’hypothése selon
laquelle la libération de DA coderait pour une erreur de prédiction de la récompense qui
correspond a la différence entre la récompense recue et la récompense attendue. La libération
de DA serait ainsi nécessaire pour 1’attribution de valeurs motivationnelles aux récompenses
et aux indices qui leur sont associés et agirait comme un signal d’apprentissage facilitant la
consolidation de leur mémorisation. Dans ce contexte, la DA permet de relier les propriétés
agréables d’une récompense avec la motivation a 1’obtenir et joue ainsi un rdle central dans la
formation des associations qui sous-tendent les apprentissages motivés par la récompense

(Berridge and Robinson, 1998).

L’anatomie des projections dopaminergiques au sein des systémes de récompense conduit a
une libération large et diffuse de DA a partir d’un petit nombre de noyaux dopaminergiques.
Cette architecture caractéristique des systémes neuromodulateurs confére a la DA la
possibilité de coordonner I’activité des différentes structures cérébrales des systémes de
récompense. La DA modulerait ainsi la valeur motivationnelle des récompenses en
interagissant avec des circuits qui encodent des informations sensorielles et motrices associées
a ces récompenses. Au sein des différentes structures des circuits de récompense, la
modulation de la transmission glutamatergique, par le syst¢tme dopaminergique, joue un role
majeur dans les mécanismes de plasticité neuronale qui sous-tendent I’acquisition des
apprentissages motivés par la récompense (Berke and Hyman, 2000, Reynolds and Wickens,

2002, Kalivas et al., 20006).
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2. L’addiction, une forme d’apprentissage pathologique

De nombreuses substances psychoactives naturelles ou artificielles peuvent faire I’objet d’un
usage répété du fait notamment des sensations positives que procure leur consommation.
Cependant, chez des individus vulnérables, 1’'usage répété de ces substances peut conduire a la
mise en place d’un état pathologique, 1’addiction, caractéris¢ par une perte de controle de la
consommation de la substance malgré de nombreuses conséquences néfastes dans la vie de
I’individu. Les comportements compulsifs et centrés sur la recherche et la consommation de
la drogue, caractéristiques de cette maladie, sont le reflet d’une forme de motivation extréme
et pathologique a obtenir une substance ayant acquis une valeur hédonique anormalement
¢levée. L’addiction apparait ainsi comme une forme d’apprentissage pathologique résultant
d’un détournement des processus neuronaux normalement impliqués dans les comportements

motivés et la mise en place des apprentissages liés a la récompense.

a. Définition de I’addiction

L’addiction est un état pathologique qui se caractérise par la recherche et la prise compulsives
de drogue, I’incapacité a controler la dose absorbée et I’émergence d’un état émotionnel
négatif (anxiété, irritabilité) lorsque ’acces a la drogue est limité ou impossible (Koob, 2006).
D’un point de vue clinique, la consommation de drogue dite récréative, qui est occasionnelle
et controlée, se distingue de I’addiction qui est, elle, associée a une escalade incontrolée de la
consommation et une recherche chronique et compulsive de la substance. L’addiction se
développe chez certains individus qui ont initialement consommé la drogue dans un cadre
festif dans le but de se procurer des sensations plaisantes. Chez ces individus vulnérables,
I’exposition répétée aux drogues induit des adaptations neuronales qui conduisent a la mise en
place de la tolérance et de la dépendance responsables de ’escalade de la consommation ainsi

que de la sensation de manque en I’absence de drogue.

On peut ainsi considérer que les drogues, initialement consommées en vue d’obtenir une
sensation positive, sont ensuite consommeées, dans le cas de 1’addiction, pour échapper aux
sensations négatives causées par le manque (Koob and Le Moal, 1997, Robinson and
Berridge, 2003). Dans I’addiction, la drogue acquiert une valeur positive anormalement
¢levée et sa recherche, ainsi que sa consommation, prennent le pas sur de nombreux objectifs

de la vie de I’individu. L addiction se définit ainsi comme une prise excessive et compulsive
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de drogue en dépit des souffrances physiques, psychiques et sociales qu’elle entraine chez
I’individu (Deroche-Gamonet et al., 2004). Si certains sujets parviennent a contrdler ou
stopper leur consommation, dans la majorité des cas, 1’addiction est une pathologie chronique
présentant un risque €levé de rechute. Ce risque persiste extrémement longtemps apres 1’arrét
de la drogue, parfois méme aprés que toute sensation de manque a disparu (MclLellan et al.,
2000). Ceci pose de nombreuses questions quant a la persistance des adaptations cérébrales
pathologiques induites par les drogues. L’identification des mécanismes neuronaux impliqués
dans des changements comportementaux durables est une étape clé dans la compréhension de
la physiopathologie de I’addiction et de la rechute. Les enjeux majeurs de la recherche en
neurobiologie dans le domaine de 1’addiction consistent a élucider les mécanismes cellulaires
et moléculaires qui sous-tendent la transition d’un usage récréatif vers une prise compulsive

ainsi que les substrats neuronaux engagés a long terme dans les rechutes chroniques.

b. Modélisation de I’addiction chez le rongeur

La modélisation de 1’addiction chez 1’animal est un outil primordial pour 1’investigation des
processus neurobiologiques impliqués dans cet état pathologique. Cette approche requiert de
pouvoir reproduire les altérations comportementales caractéristiques de 1’addiction chez
I’animal de laboratoire. Si aucun modele ne récapitule intégralement la pathologie humaine,
chacun d’entre eux permet d’approcher un ou plusieurs éléments du processus d’addiction.
L’¢établissement d’un apprentissage associatif entre des ¢léments du contexte, la disponibilité
de la drogue et la réponse comportementale requise pour y accéder est un élément clé dans la
mise en place de 1’addiction. Ainsi, une base commune a ces modeles est leur capacité a
reproduire le renforcement qu’exerce la drogue sur certaines réponses comportementales
favorisant 1’acceés a cette derniere. Un autre intérét majeur des modeles animaux est qu’ils
offrent la possibilité d’étudier la transition d’un état naif vers la consommation compulsive au
contraire des études cliniques qui impliquent des individus déja engagés dans la pathologie

(Robbins and Everitt, 2002)

Le mode¢le d’auto-administration est un test de conditionnement opérant qui utilise les
propriétés motivationnelles des drogues comme renforcement positif. Les récompenses
naturelles comme les drogues ont la propriété de favoriser les réponses comportementales qui
permettent leur obtention du fait notamment de la valeur positive qui leur est associée

(Cardinal and Everitt, 2004). Ce protocole modélise la capacité a mémoriser et reproduire une
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séquence motrice favorisée par 1’association entre la tidche comportementale et sa
conséquence hédonique. Dans ce protocole opérant, I’animal déclenche volontairement
I’administration de la drogue en réalisant une tiche comportementale précise telle qu’une
pression sur un levier ou le positionnement de son museau dans un trou. La drogue est
délivrée soit par voie intraveineuse au travers d’un cathéter soit par voie intra-craniale par
infusion dans une canule. Les drogues que les animaux s’auto-administrent correspondent a
celles qui ont un haut potentiel addictif chez ’'Homme et 1’auto-administration est ainsi
considérée comme un modele prédictif du potentiel d’abus d’une drogue (Collins et al.,
1984a). Ce test permet d’analyser différentes phases du processus d’addiction, des plus
précoces avec la transition d’un état naif vers une consommation compulsive, jusqu’aux
altérations comportementales a trés long terme observées dans la rechute. Dans ce test,
I’évaluation de la réponse chez des rats a permis de modéliser la plupart des critéres cliniques
qui définissent 1’addiction. Les sujets présentent une difficulté a limiter la consommation de la
drogue et ne parviennent pas a stopper le comportement conditionné en I’absence de drogue.
L’augmentation progressive de 1’effort requis pour obtenir la drogue permet de mesurer la
motivation de 1’animal a consommer la substance. La poursuite de la consommation en
présence d’un stimulus douloureux associé a la drogue refléte 1’incapacité a stopper la drogue
en dépit de ses conséquences néfastes. Enfin, la propension a la rechute est évaluée par la
réexposition a des indices contextuels associés a la drogue aprés une longue période
d’abstinence. Ce protocole opérant dans lequel I’animal s’administre lui-méme la drogue
permet également de modéliser la variabilité interindividuelle en termes de vulnérabilité et de
mesurer la proportion de sujets qui basculent vers un comportement addictif (Deroche-

Gamonet et al., 2004).

La préférence de place conditionnée (CPP) est un protocole non-opérant permettant d’évaluer
les propriétés hédoniques d’une drogue au travers d’une procédure de conditionnement
pavlovien classique. Dans ce test, ’animal explore deux environnements initialement neutres
mais distinguables par des indices visuels et/ou tactiles et la drogue est administrée de facon
répétée dans un des deux environnements de fagon a ce qu’il soit associ¢ a la drogue.
L’animal est ensuite libre d’explorer chacun des environnements et la proportion du temps
passé dans I’environnement associé a la drogue est un indice du renforcement positif qu’elle
exerce. La préférence de place se manifeste par le fait que I’animal passe plus de temps dans
le compartiment dans lequel il a regu la drogue par rapport & un compartiment accessible de la

méme manicre dans lequel il n’a pas recu la drogue (Bardo and Bevins, 2000). Ce protocole
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basé sur un apprentissage conditionné, permet d’évaluer I’impact du contexte sur la réponse

comportementale.

La sensibilisation comportementale ou sensibilisation locomotrice correspond a une
augmentation de la réponse locomotrice d’un animal au cours d’injection répétée d’une méme
dose de drogue. Cette sensibilisation de la réponse peut persister longtemps au-dela du
sevrage, jusqu’a un an dans le cas de I’amphétamine (Paulson and Robinson, 1991). La
capacité des drogues a modifier la réponse locomotrice de 1’animal est fortement modulée par
I’environnement dans lequel elle est administrée. La sensibilisation a la cocaine ou
I’amphétamine est atténuée lorsque la drogue est administrée dans la cage de stabulation en
comparaison a I’injection dans un nouvel environnement spécifiquement associ¢ a la drogue
(Badiani et al., 1995). L’influence de I’environnement dépend de la dose administrée, de sorte
qu’un nouvel environnement favorise la sensibilisation a des doses plus faibles de drogue,
démontrant I’importance du contexte dans la capacité des drogues & modifier durablement les
comportements (Browman et al., 1998). Selon la théorie de 1’ « incentive sensitization », la
sensibilisation est une conséquence des adaptations neuronales induites par les drogues dans
les circuits de récompense et refleéte le développement d’une hyper-sensibilité de ces circuits
au fil des expositions a la drogue. Ainsi, la sensibilisation locomotrice ne serait pas une
simple modification de la réponse locomotrice de I’animal mais 1’expression d’un changement
de la valeur motivationnelle attribuée a la drogue et aux indices contextuels qui lui sont

associés (Robinson and Berridge, 2001, 2008).

c. Détournement des circuits de récompense par les drogues

De la définition clinique de la pathologie jusqu’a sa modélisation chez I’animal, la recherche
compulsive de la drogue et sa consommation incontrdlée occupent une place centrale dans
I’addiction. Ces comportements sont une conséquence des propriétés renforgantes des
substances toxicomanogenes. Du fait de leur capacité a induire des émotions positives et a
réduire les états émotionnels négatifs, les drogues produisent une sensation artificielle de
bénéfice (Nesse and Berridge, 1997) et sont ainsi interprétées comme intrinséquement
positives et récompensantes. La recherche de la sensation plaisante associée a la substance
conduit a une répétition des comportements permettant de 1’obtenir qui refléte 1’acquisition de
propriétés renforgantes par les drogues. Les substances addictives différent cependant des

récompenses naturelles par deux aspects fondamentaux qui sont a 1’origine de leur potentiel
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pathologique. D’une part, la surévaluation de leur valeur hédonique au détriment des
récompenses naturelles tend a restreindre I’activité de 1’individu autour de la recherche et la
consommation compulsive de la drogue. Ces comportements sont soumis a une pression
motivationnelle intense et deviennent largement favorisés au détriment de nombreux autres
objectifs parfois vitaux (Bozarth and Wise, 1985). D’autre part, a I’inverse des récompenses
naturelles, les drogues renforcent des comportements qui ne présentent pas de bénéfice

immédiat pour le fonctionnement physiologique de I’individu et la survie de I’espece.

Les propriétés renforcantes et récompensantes acquises par les substances addictives reflétent
leur capacité a interférer avec le traitement des informations émotionnelles et motivationnelles
au sein des systémes de récompense. Nous avons vu précédemment que la DA joue un rdle
clé dans les processus motivationnels et les apprentissages liés a la récompense. Bien
qu’ayant des mécanismes d’action variés, les substances toxicomanogénes partagent la
propriété commune d’augmenter la concentration en DA dans les régions mésolimbiques et en
particulier dans la partie ventrale du striatum, le NAcc (Di Chiara and Imperato, 1988).
Contrairement aux récompenses naturelles, les drogues activent la transmission
dopaminergique, mimant ainsi 1’effet d’un stimulus renfor¢ant qui procure une récompense
plus grande qu’attendue. Elles vont ainsi détourner le fonctionnement des circuits de
récompense et acquérir une valeur hédonique supérieure a la plupart des autres récompenses
naturelles. Ceci conduit a la mise en place de conditionnements et d’apprentissages par
renforcement liés a la consommation de la substance qui témoignent de I’impact durable des

drogues sur le fonctionnement de ces circuits.

La persistance des adaptations comportementales observées dans 1’addiction comme dans les
modeles animaux refléte ’implication des processus d’apprentissage et de consolidation de
mémoires associées a la drogue. Le risque de rechute a long terme est une composante
majeure de la pathologie et de nombreuses études montrent que ces rechutes sont trés souvent
associées a la réexposition a des indices précédemment associés a la drogue (O'Brien et al.,
1998, Tiffany, 1999). La composante chronique de la maladie résulterait ainsi d’un stockage
durable de mémoires associatives mises en place au cours de I’exposition aux drogues.
L’interférence des drogues avec les mécanismes d’apprentissages liés a la récompense
apparait aujourd’hui comme un ¢élément clé de la physiopathologie de 1’addiction (Kelley,
2004, Hyman et al., 2006). La perturbation durable de ces systémes d’apprentissage repose
sur la capacité des drogues a interagir avec des mécanismes de plasticité neuronale au sein de

structures clés des systemes de récompense.
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3. Substrats neuronaux de I’addiction : focus sur le striatum

Les altérations comportementales a long terme qui caractérisent I’addiction reflétent
I’établissement d’une forme de plasticit¢é neuronale dépendante des drogues et pouvant
persister au-dela méme de 1’arrét de la consommation. Les substances addictives sont des
composés chimiques capables d’interférer avec des mécanismes cellulaires et moléculaires
importants pour les adaptations neuronales durables qui sous-tendent les processus
d’apprentissage et de mémoire. Au sein des circuits de récompense, le striatum est une cible
importante des projections dopaminergiques et représente un substrat neuronal clé des
apprentissages liés a la récompense. La trés grande plasticité des réseaux neuronaux
impliquant le striatum permet une flexibilité importante des comportements motivés mais les
rend également extrémement sensibles aux drogues qui activent ces systémes (Hyman et al.,
2006). En augmentant systématiquement la transmission dopaminergique, les drogues
modifient le fonctionnement de ces réseaux et induisent la mise en place d’une plasticité

durable au sein des neurones striataux.

a. Le striatum

Le striatum est une région sous-corticale qui appartient au systéme des ganglions de la base
dont il constitue la structure d’entrée. Les ganglions de la base sont formés d’un ensemble de
noyaux situés en profondeur des hémispheres cérébraux : le striatum (caudé-putamen et noyau
accumbens), le pallidum ou globus pallidus composé d’un segment médian ou interne (GP1i) et
d’un segment latéral ou externe (GPe), la substance noire formée d’une partie compacte (SNc)
et réticulée (SNr) et le noyau sous-thalamique (NST). Ce systéme appartient a des circuits ou
boucles reliant le cortex au thalamus qui projette en retour vers les aires corticales ainsi que
vers des régions motrices du tronc cérébral (Alexander et al., 1990, Haber, 2003) (Figure 3).
Les boucles cortico-striato-thalamo-corticales sont impliquées dans la régulation de la
motricité volontaire, la sélection de 1’action, les apprentissages procéduraux ainsi que les
apprentissages conditionnés ou encore le traitement de la récompense (Kimura, 1995, Wise et
al., 1996, Balleine et al., 2007). D’apres le modeéle courant de fonctionnement des ganglions
de la base, on distingue deux boucles parall¢les de transmission de I’information qui divergent
lors de leur passage dans le striatum pour former la voie directe et la voie indirecte (Albin et
al., 1989, Kreitzer and Malenka, 2008, Valjent et al., 2009). Ces deux voies exercent des

actions opposées sur le controle du mouvement. La voie directe ou striato-nigrale comprend
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les projections directes du striatum vers le GPi et la SNr qui projettent ensuite vers les centres
moteurs du thalamus. La voie indirecte, ou striato-pallidale, fait intervenir deux structures
intermédiaires, les informations sont transmises vers le GPe puis le STN avant d’atteindre les
noyaux de sortie des ganglions de la base (GPi et SNr). De maniére schématique, I’activation
de la voie directe aboutit a une levée d’inhibition des projections thalamo-corticales qui est
associée a une facilitation de 1’action alors que 1’activation de la voie indirecte conduit a une
inhibition du mouvement par renforcement de 1’inhibition issue des projections thalamo-
corticales (Kravitz et al., 2010). L’équilibre entre ces deux voies semble crucial pour
I’initiation de I’action et le contrdle fin de la motricité. Des données récentes indiquent que
I’activation concomitante des deux voies serait nécessaire a la sélection de 1’action qui serait

modulée par le niveau d’activation spécifique de chacune d’entre elle (Cui et al., 2013)

Figure 3 : Représentation schématique des voies directes et indirectes du striatum
au sein des ganglions de la base

Le cortex cérébral et le thalamus envoient des projections excitatrices vers le striatum,
principale structure d’entrée des ganglions de la base. Les noyaux de sortie des ganglions de la
base sont le globus pallidus interne ou médian (GPi) et la substance noire réticulée (SNr) qui
projettent vers le thalamus. Celui-ci projette en retour vers les aires frontales du cortex cérébral.
La voie directe est constituée des axones issus des neurones de projection du striatum (bleu)
innervant directement les noyaux de sortie, GPi et SNr. La voie indirecte est constituée des
neurones striato-pallidaux (rouge) projetant vers le globus pallidus externe (GPe). Les neurones
du GPe projettent quant a eux vers le noyau sous-thalamique (STN), qui projette a son tour vers
le GPi et la SNr. Ainsi les neurones striato-pallidaux sont connectés indirectement, via le GPe et
le STN, aux noyaux de sortie des ganglions de la base. (Gerfen, 2006)

- 18 -



b. Les neurones du striatum

i. Les neurones épineux moyens (MSN)

Les voies anatomiques décrites dans la section précédente sont principalement composées
des neurones ¢épineux moyens du striatum (MSN, medium-sized spiny neurons) qui
constituent les neurones de projection du striatum. Ces neurones GABAergiques représentent
la population neuronale majoritaire du striatum (environ 95%). Comme leur nom 1I’indique,
les MSN sont caractérisés par un soma de taille moyenne (10-20um) et une forte densité
d’épines dendritiques (Figure 4). L’ensemble des MSN expriment la GAD (Acide glutamique
décarboxylase) qui est I’enzyme de syntheése du GABA (acide gaba-amino-butyrique). On
distingue deux sous-types de MSN selon le type de récepteurs dopaminergiques qu’ils

expriment, les neuropeptides qu’ils liberent et leurs projections axonales (Gerfen et al., 1990).

Les MSN qui prennent part a la voie directe, les MSN striato-nigraux ou MSN-D1, expriment
majoritairement les récepteurs D1 dopaminergiques, les récepteurs muscariniques de type 4
(M4) ainsi que les neuropeptides substance P et dynorphine. Les neurones de la voie indirecte,
neurones striato-pallidaux ou MSN-D2, expriment majoritairement les récepteurs D2
dopaminergiques, les récepteurs A2A de 1’adénosine et 1’enképhaline (Gerfen and Young,
1988, Graybiel, 1990, Smith and Bolam, 1990). Les MSN D1 engagés dans la voie directe,
projettent directement sur les noyaux de sortie des ganglions de la base (SNr et GPi) alors que
les MSN D2 de la voie indirecte projettent vers le GPe. Cette ségrégation ne semble
cependant pas exclusive puisqu’il a ét€ montré que certaines collatérales d’axones des MSN
de type D1 projettent vers le GPe (Lévesque et al., 2003, Matamales et al., 2009). Ces
collatérales d’axones qui permettent d’établir un « pont » entre les voies directe et indirecte
semblent jouer un role important dans leur action synergique. La mise en place de ces
collatérales apparait comme un mécanisme dynamique par lequel la voie directe module
I’activité de la voie indirecte et contribue a maintenir I’équilibre entre ces voies dans la mise
en place des comportements (Cazorla et al., 2014). Cette étude montre que [’activité
neuronale des D2R-MSN régule la densité de ces collatérales émises vers le GPe par les D1R-
MSN puisque celle-ci est augmentée lors d’une activation accrue de la voie indirecte et
diminuée par une inhibition de la voie indirecte (Cazorla et al., 2014). L’augmentation de la

densité des collatérales est associée a une diminution de ’activité locomotrice induite par
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I’activation de la voie directe démontrant 1I’importance de cette voie de communication dans

la régulation des comportements.

Figure 4 : Neurone épineux moyen du striatum
Ce neurone épineux moyen du striatum est révélé par la méthode de Golgi. Ce marquage révele
la grande densité d’épines au niveau des dendrites du neurone. (Smith and Bolam, 1990)

ii. Les interneurones

Si la majorité des neurones striataux est représentée par les neurones GABAergiques de
projection que sont les MSN, décrits précédemment, le striatum comprend également une
petite population d’interneurones non épineux qui jouent un réle important dans la régulation
de lactivit¢ des MSN (Tepper and Bolam, 2004). Ces interneurones peuvent &tre
GABAergiques ou cholinergiques et représentent 5 a 25% des neurones striataux selon les

especes (Graveland and DiFiglia, 1985).

Les interneurones GABAergiques sont divisés en trois groupes en fonction de leurs propriétés
histochimiques. On distingue les interneurones exprimant la parvalbumine (IN-PV)
majoritairement présents dans la partie dorsale du striatum, les interneurones qui synthétisent
la somatostatine, le neuropeptide Y et I’oxyde nitrique synthase, retrouvé principalement dans
la région ventrale du striatum et les interneurones a calrétinine localisés dans la partie dorso-
médiane du striatum (Kita and Kitai, 1990, Kawaguchi et al., 1995). L’activité¢ des
interneurones GABAergiques est régulée par la DA au travers de récepteurs dopaminergiques
de type DIR dont la stimulation conduit a leur dépolarisation rapide (Bracci et al., 2002,

Centonze et al., 2002). La stimulation des récepteurs dopaminergiques D2R pourrait
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¢galement réguler leur activité au niveau présynaptique en favorisant I’inhibition de la
libération de GABA par ces interneurones (Centonze et al., 2003). Les interneurones
GABAergiques pourraient ainsi jouer un role important dans la régulation temporelle de

I’émission d’un potentiel d’action par les MSN (Tepper and Bolam, 2004).

Les interneurones cholinergiques se distinguent par un grand corps cellulaire, une arborisation
axonale dense et une activité tonique in vivo (TAN, Tonically Activated Neurons). Ces
interneurones expriment la choline acetyl transférase (ChAT), I’enzyme de synthése de
I’acétylcholine (ACh) ainsi que ’acétylcholinesterase (AChE), ’enzyme de dégradation de
I’ACh. Les interneurones cholinergiques expriment ¢galement de nombreux récepteurs dont
les récepteurs de la DA, du glutamate et de 1’adénosine entre autres (Tepper and Bolam, 2004,
Lim et al., 2014). Ces interneurones expriment les D2R et les D5R et I’activation de ces
récepteurs par la DA conduit a une diminution de 1’activité des interneurones cholinergiques
aboutissant a une suppression de la libération d’Ach (Aosaki et al., 1994). Le role des
interneurones cholinergiques serait de moduler le seuil d’excitabilité des MSN en réponse aux

influx corticaux ou thalamiques (Tepper and Bolam, 2004).

c. Les drogues augmentent la concentration extracellulaire en DA

Les drogues sont des composés chimiques qui modifient le fonctionnement du SNC en
interférant avec la transmission synaptique chimique. Si les différentes classes de substances
addictives ont des modes d’actions variables, elles partagent cependant la propriété commune
d’augmenter la concentration extracellulaire en DA dans les aires mésolimbiques. Il est
possible de regrouper les drogues en trois grandes catégories selon le mécanisme par lequel
elles impactent la transmission dopaminergique (Luscher and Ungless, 2006). La premicre
catégorie, comprend les opioides et les canabinoides qui activent les neurones
dopaminergiques par désinhibition (i.e. inhibtion des neurones inhibiteurs GABAergiques
projetant sur les neurones dopaminergiques) en se fixant directement a des récepteurs couplés
a une protéine G. La deuxieme catégorie de drogues agit en se fixant sur des récepteurs
ionotropiques ou sur des canaux ioniques et comprend la nicotine, 1’alcool et les
benzodiazépines. La derniere catégorie regroupe les psychostimulants qui augmentent la
concentration extracellulaire en DA en agissant sur les transporteurs qui contrdlent la
libération et/ou la recapture des monoamines. La catégorie des psychostimulants inclut la

cocaine, ’ecstasy et les amphétamines. Si la cocaine interfeére avec la recapture des différents
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monoamines, a savoir la DA, la sérotonine et la noradrénaline, il apparait cependant que ses
propriétés renforcantes dépendent majoritairement de sa liaison au transporteur de la

dopamine, le DAT (Dopamine Active Transporter) (Ritz et al., 1987, Chen et al., 2006).

Si les drogues affectent des systémes neuromodulateurs divers dans différentes régions
cérébrales, il apparait cependant que les ¢lévations de DA au sein du striatum jouent un role
majeur dans les renforcements induits pas les récompenses naturelles comme par les drogues
(Di Chiara and Imperato, 1988, Robbins and Everitt, 2002). Les substances addictives
induisent des augmentations de la concentration DA plus intenses et plus longues que celles
produites par un stimulus récompensant naturel. De cette facon, elles détournent 1I’information
portée par la décharge phasique des neurones dopaminergiques en 1’associant & une réponse
post-synaptique plus importante qu’elle n’aurait di étre (Schultz, 2000). Le striatum est divisé
en deux sous-régions, le striatum dorsal ou caudé-putamen formé d’une partie médiane
(Striatum dorso-médian ou DM) et d’une partie latérale (Striatum dorso-latéral ou DL) et le
striatum ventral ou NAcc, formé d’une coquille et d’un cceur (Voorn et al., 2004). Les
drogues d’abus perturbent 1’ensemble de la transmission dopaminergique et induisent ainsi
des augmentations de DA dans I’ensemble du striatum. Il apparait cependant que le NAcc,
innervé par les projections dopaminergiques issues de la VTA, est plus spécifiquement
impliquée dans les apprentissages renforcés et c’est dans cette région que les substances
addictives induisent les plus nettes augmentations de DA (Di Chiara and Imperato, 1988, Di
Chiara, 1998, Wise, 1998). L’amygdale et le cortex préfrontal également ciblés par les
projections dopaminergiques de la VTA jouent un role important dans la mise en place des
apprentissages associatifs (Everitt et al., 2003, Kalivas et al., 2005). L’amygdale participe a la
mise en place des associations entre les indices et les récompenses et le cortex préfrontal
contribue aux mécanismes de prise de décision importants pour [Dinitiation des
comportements motivés. Ces structures projettent vers le NAcc qui intégre et relaie les
différentes informations vers les structures de sortie des ganglions de la base impliquées dans

la réponse motrice.

d. Le striatum, une structure de convergence

D’un point de vue anatomique, le striatum apparait comme une structure de convergence
recevant d’une part, les afférences glutamatergiques en provenance du cortex et du thalamus

et d’autre part, les afférences dopaminergiques sous-corticales issues de la VTA et de la SNc.
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(Kalivas and Nakamura, 1999) L’intégration des signaux glutamatergiques et DA dans les
circuits cortico-striataux joue un role clé dans la mise en place de la plasticité a long terme et
des apprentissages associatifs dépendants de la récompense (Berke and Hyman, 2000).
Chacune des informations, glutamatergiques et dopaminergique est porteuse d’une partie des
informations requises pour la mise en place des apprentissages et leur intégration dans le
striatum permet leur association au cours du processus d’apprentissage. Les projections
glutamatergiques issues du cortex encodent les signaux associés aux informations
sensorielles, motrices, mnésiques alors que la libération de DA répond aux signaux non
prédits saillants ou récompensant de 1’environnement (Schultz, 2000). L’interaction de ces
deux systémes au sein du striatum est ainsi essentielle pour le traitement des informations au
cours des apprentissages associatifs. L acquisition et la mémorisation des apprentissages liés a
la récompense reposent sur des mécanismes de plasticité neuronale partagés avec les autres
formes d’apprentissages associatifs (Berke and Hyman, 2000, Everitt and Wolf, 2002). La
modification des synapses glutamatergiques en réponse a l’activité neuronale est un des
mécanismes majeurs de plasticité dans le systéme nerveux central (Malenka and Nicoll,
1999). Dans les circuits neuronaux de la récompense, la transmission glutamatergique joue un
role majeur dans les processus d’adaptation physiologiques comme pathologiques dans
I’addiction (Kalivas, 2004). Au sein de ces circuits, les afférences dopaminergiques modulent
I’activité des synapses glutamatergiques et régulent ainsi les mécanismes cellulaires qui sous-

tendent la plasticité neuronale.

Dans le striatum, le systéme dopaminergique exerce un effet modulateur central sur la
transmission glutamatergique (Nicola et al., 2000, Wickens, 2009) (Figure 5). L’intégration
des signaux dopaminergiques et glutamatergiques au niveau des MSN est centrale pour la
mise en place de la plasticité neuronale qui sous-tend les apprentissages associatifs. En
augmentant les taux de DA, les drogues d’abus détournent les mécanismes cellulaires qui
régulent la transmission glutamatergique dans le striatum (Luscher and Malenka, 2011). Il est
proposé que la convergence de ces signaux au sein des neurones agisse comme un détecteur
de coincidence dans les apprentissages associatifs (Sutton and Beninger, 1999, Reynolds and
Wickens, 2002). Les terminaisons glutamatergiques forment des synapses asymétriques au
niveau de la téte des épines alors que les synapses formées par les terminaisons
dopaminergiques sont au niveau du cou ou de la base des épines. Cette proximité permet que
la modulation dopaminergique s’exerce en aval de la transmission glutamatergique au sein

des épines des MSN. L’interaction de ces deux systemes dans les MSN semble jouer un role
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majeur dans les changements comportementaux a long terme observés dans I’addiction

(Kalivas and Dufty, 1995, Wolf, 1998).

Les modifications a long terme des circuits de la récompense rendent compte de 1’impact
durable des substances addictives sur le fonctionnement cérébral, au-dela de la cinétique
d’augmentation de la DA (Luscher and Malenka, 2011). La plasticité neuronale induite par les
drogues d’abus apparait ainsi comme la base cellulaire des processus d’adaptations
pathologiques des systemes de récompense dans I’addiction. Cette plasticité dépend de la
mise en place d’adaptations moléculaires et de changements d’expression de génes impliqués
dans des modifications durables du fonctionnement des MSN (Girault et al., 2007, Robison
and Nestler, 2011). Les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués font 1’objet du
chapitre suivant avec un intérét particulier pour la voie de signalisation intracellulaire ERK
(Extracellular-signal Regulated Kinase) dont il a ét¢ montré qu’elle joue un role central dans

les réponses aux drogues.
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Figure 5 : illustration schématique des interactions entre les systemes
dopaminergiques et glutamatergiques dans le striatum

Les afférences glutamatergiques provenant du cortex et dopaminergiques en provenance de
I’ATV (ici VTA, Ventral Tegmental Area) et de la SNc convergent au sein du striatum. Comme
illustré dans I'encart, cette convergence est retrouvée au niveau des neurones épineux moyens
du striatum (MSN) qui regoivent des terminaisons dopaminergiques et glutamatergiques. La
proximité de ces terminaisons au niveau des épines des MSN favorise I'intégration aux niveaux
cellulaire et moléculaire des informations portées par ces deux types d’afférences (Hyman et al.,
2006).
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Chapitre I1. Bases moléculaires de I’addiction

L’addiction est une maladie chronique, sous-tendue par des modifications persistantes des
réseaux neuronaux impliqués dans les processus de récompense. La mise en place de cet état
pathologique repose sur la capacité des drogues a détourner les circuits de récompense en

agissant sur la modulation dopaminergique, essentielle a leur fonctionnement.

L’addiction apparait comme une forme pathologique d’apprentissage qui repose sur des
mécanismes de plasticité neuronale trés largement partagés avec les processus normaux
d’apprentissage et de mémoire. En modifiant la concentration extracellulaire en DA, les
drogues impactent la signalisation intracellulaire en aval de ce neuromodulateur et les
mécanismes de plasticité neuronale qui en dépendent. Les adaptations cellulaires et
moléculaires induites par les drogues au sein des neurones du systéme de récompense jouent
un réle central dans la mise en place des altérations comportementales a long terme observées

dans I’addiction (Robison and Nestler, 2011).

La plasticit¢ neuronale refléte la capacité des neurones a modifier durablement leur
fonctionnement en réponse a des signaux électriques ou chimiques spécifiques. Ces
adaptations a long terme dépendent de modifications de la composition moléculaire des
neurones au travers de régulations géniques importantes pour la synthése de nouvelles
protéines (Kandel, 2001). Les voies de signalisation intracellulaires jouent un role important
dans la plasticité neuronale en permettant un couplage efficace entre I’activité synaptique
induite par les signaux extracellulaires et I’initiation d’événements intracellulaires qui sous-
tendent les changements durables du fonctionnement neuronal. Bien qu’ayant des modes
d’action différents, les drogues d’abus, induisent des adaptations moléculaires trés similaires
en agissant sur des voies de signalisation communes (Nestler, 2005). Ce chapitre abordera
plus particulierement 1’implication des protéines de la voie des ERK, activée par les drogues
dans les circuits de récompense. Dans le striatum, la voie ERK activée en aval des D1R
(Récepteur dopaminergiques de type D1) et NMDAR est un substrat moléculaire important
pour I’intégration de signaux dopaminergiques et glutamatergiques au sein des MSN (Girault
et al., 2007). L’activation de cette voie joue un réle majeur dans le développement des

adaptations neuronales et comportementales induites par les drogues (Lu et al., 2006).
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1. La voie ERK

La voie ERK appartient au groupe des voies de signalisation de type MAPK (Mitogen
Activated Protéine Kinase). Ces voies de transduction intracellulaires sont impliquées dans la
propagation de signaux de la membrane vers le noyau et participent aux mécanismes de
régulations géniques dépendants de 1’activité neuronale. Trois grandes familles de MAPK ont
été décrites a ce jour: la famille des MAPK/ERK, la famille des MAPK/JNK (c-Jun N-
terminal Kinase) et la famille des MAPK/p38 (Derkinderen et al., 1999, Raman et al., 2007).

Dans les cellules non-neuronales, les MAPK sont impliquées dans les processus de
prolifération, de différenciation et de survie (Volmat and Pouyssegur, 2001). Dans les
neurones post-mitotiques du SNC, les protéines ERK sont abondamment exprimées (Fiore et
al., 1993, Hollister et al., 1997). Dans cette partie, seules les données concernant la voie ERK
au sein des neurones seront abordées. S’il existe huit isoformes de ERK (ERK1-8), ERK1 et
ERK2 restent les mieux décrites dans le SNC. ERK1/2 sont exprimées de maniére ubiquitaire
dans le cerveau, avec un niveau d’expression variable des deux isoformes selon les régions
cérébrales (Ortiz et al., 1995). Dans les neurones, les ERK1/2 sont localisées et activées dans
les dendrites, le soma, le noyau et les terminaisons axonales (Hyman et al., 1994, Ortiz et al.,
1995). ERK est activée par de nombreux stimuli extracellulaires agissant sur des récepteurs de
type ionotrophique ou métabotropique. La voie ERK intervient dans un trés grand nombre de
fonctions cellulaires telles que la survie neuronale mais aussi dans la mise en place
d’adaptations cellulaires durables importantes pour la plasticité neuronale (Sweatt, 2004,

Thomas and Huganir, 2004)

Les MAPK de type ERK sont phosphorylées en réponse a des signaux extracellulaires
spécifiques, par ’activation séquentielle de différentes protéines kinases, dont principalement
la cascade Ras-Raf-MEK, immédiatement en amont des ERK. L’initiation de cette cascade de
signalisation débute a la membrane par 1’activation d’une petite protéine G qui active la
premiére kinase en amont, a savoir la MAPK/ERK-kinase-kinases (MEKK) Raf,
principalement B-Raf ou Raf-1 dans le cerveau. Les MEKK phosphorylent et activent les
MAPK/ERK-kinases (MEK) qui activent a leur tour les MAPK par phosphorylation (Figure
6).
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Figure 6 : Représentation simplifiée des étapes principales de la cascade de
signalisation ERK

La voie ERK est activée en réponse a de nombreux stimuli extracellulaires agissant sur des
récepteurs ionotropiques ou métabotropiques. Les MAPK de type ERK sont phosphorylées en
réponse a des signaux extracellulaires spécifiques, par l'activation séquentielle de différentes
protéines kinases, dont principalement la cascade Ras-Raf-MEK, immédiatement en amont des
ERK. (voir texte pour plus de détails)

2. La voie ERK, une cible commune des drogues d’abus

L’activation de ERK par les drogues a initialement été décrite dans I’ATV chez le rat, suite a
I’injection chronique de cocaine ou de morphine (Berhow et al., 1995). Cette activation
résulte d’un processus homéostatique impliquant le facteur neurotrophique BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor). La premiére démonstration de 1’activation de ERK dans le
striatum a été apportée par des travaux du groupe du Dr. Caboche qui ont montré que
I’administration aigu€ de cocaine augmente le niveau de phosphorylation de ERK dans le
striatum ventral et dorsal (Valjent et al., 2000). Cet événement survient de maniére rapide et
transitoire dans les neurones striataux et se maintient au cours d’un traitement chronique.
L’activation de la voie ERK s’est ensuite révélée comme un mécanisme cellulaire commun a
de nombreuses drogues telles que le cannabis, la d-amphétamine, la méthamphétamine, la
morphine, la nicotine ou encore 1’alcool (Valjent et al., 2001, Choe et al., 2002, Salzmann et

al., 2003, Valjent et al., 2004, Ibba et al., 2009).

L’analyse de différentes régions cérébrales a révélé D’existence d’un patron régional

d’activation de ERK commun a de nombreuses drogues (Valjent et al., 2004) (Figure 7).
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L’augmentation du niveau de phosphorylation de ERK dans le NAcc, la partie latérale du
BNST (Bed Nucleus of Striata Terminalis), I’amydgale et le cortex préfrontal s’est avérée étre
une caractéristique commune a de nombreuses substances addictives (Valjent et al., 2004,
Zhai et al., 2008). Ce patron d’activation n’est d’ailleurs pas retrouvé pour des substances
stimulantes peu addictives telle que la caféine (Valjent et al., 2004). Dans la majorité de ces
régions, ’activation de ERK dépend de la stimulation des DIR (Valjent et al., 2004).
Cependant, dans certaines régions cérébrales, tel que le cortex préfrontal, 1’activation de ERK
s’est avérée indépendante des DIR et met en jeux les récepteurs fl-adrénergiques (Pascoli et
al., 2005). Dans le striatum, 1’activation de ERK en réponse a une injection unique de cocaine
ou d’amphétamine est restreinte aux MSN exprimant les DIR (Bertran-Gonzalez et al., 2008,
Gerfen et al., 2008). A I’inverse, I’administration de 1’halopéridol, un antagoniste des D2R
(Récepteur dopaminergiques de type D2) conduit a une activation de ERK spécifiquement
dans les MSN exprimant ce récepteur (Bertran-Gonzalez et al., 2008). La régulation opposée
de Pactivité de ERK entre les DI-MSN et les D2-MSN, en réponse a la cocaine, a récemment
¢té mise en évidence, in vivo, au travers d’une étude basée sur la détection par FRET (Eoster
Resonance Energy Transfer) de 1’activit¢ de ERK par micro-endoscopie chez 1’animal vigile
(Goto et al., 2015). Cette étude démontre que la dynamique de 1’activation ERK, in vivo, est
controlée de maniere opposée par des stimuli récompensant ou aversifs puisque
I’administration de cocaine active ERK dans les D1-MSN et I’inhibe dans les D2-MSN alors
que des chocs électriques déclenchent un profil d’activation de ERK en miroir (Goto et al.,
2015).
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Figure 7 : Activation sélective de ERK dans I'amygdale étendue en réponse aux
substances stimulantes addictives ou non addictives.

La forme phosphorylée de ERK1/2 est détectée dans la coquille (shell) du NAcc (panneau du
haut), la BNST (Bed nucleus of striata terminalis) (panneau du milieu) et le noyau de 'amygdale
centrale (CeA) (panneau du bas) aprés 'administration de cocaine, nicotine, morphine, A-9 tetra
hydro-cannabinol, fluoxétine, désipramine, caféine et scopolamine. (Barre d’échelle, 60 pm)
(Valjent et al., 2004).
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3. Activation de ERK par les drogues, convergence des signaux DA et

glutamate au sein des MSN

L’intégration des afférences dopaminergiques et glutamatergiques au sein du striatum apparait
comme un mécanisme clé pour la mise en place des adaptations neuronales durables qui sous-
tendent 1’addiction. Cette convergence est retrouvée dans les neurones striataux au sein
desquels I’interaction moléculaire entre ces deux systémes joue un réle cl¢ dans les altérations
induites par les drogues. Les modalités d’activation de la voie ERK apparaissent comme le
reflet de ces interactions positionnant ERK a un point de convergence moléculaire en aval de
la stimulation des DIR et NMDAR. En effet, dans les neurones striataux, 1’activation de ERK
dépend de la stimulation concomitante de ces deux types de récepteurs (Valjent et al., 2000,

Jenab et al., 2005, Sun et al., 2007).

a. Mécanismes d’activation de ERK en aval des D1R

Les DIR sont des récepteurs métabotropiques qui sont positivement couplés a 1’adénylyl
cyclase V via la protéine Gas/olf dans le striatum (Herve et al., 2001). La stimulation de ces
récepteurs par la dopamine est associée a une augmentation de la concentration intracellulaire
en AMPc (Adénosine Mono Phosphate Cyclique) qui conduit a 1’activation de la protéine
kinase A (PKA). La fenétre d’activation de la PKA est contrdlée par des boucles de régulation
impliquant ’activation de phosphodiestérases (PDE) exprimées dans le striatum et capables
de limiter la production d’AMPc¢ (Menniti et al., 2006). La PKA est une sérine-thréonine
kinase qui possede un grand nombre de substrats au travers desquels elle régule de nombreux
processus cellulaires tels que la conductance membranaire ou 1’expression de genes. Parmi les
cibles de la PKA, on trouve notamment la sous-unit¢ GluN1 des NMDAR (Snyder et al.,
1998) ou encore le facteur de transcription CREB (cAMP-responsive element binding
protein) dont nous verrons plus tard qu’il joue un rdle clé¢ dans la régulation de genes
importants pour la plasticité striatale. La PKA ne phosphoryle pas directement ERK mais elle
est impliquée dans le contrdle de son activation en aval des D1R par I’intermédiaire d’autres
protéines cibles. Parmi ces protéines, la phosphatase STEP (Striatal Enriched Protein
Phosphatase), dont la phosphorylation par la PKA diminue la liaison a ses substrats, dont

ERK (Pulido et al., 1998, Paul et al., 2000).
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Par ce mécanisme, 1’activation de la PKA conduit indirectement a une augmentation du
niveau de phosphorylation de ERK. Une autre protéine, DARPP-32 (Dopamine and cAMP-
regulated phosphoprotein) contribue également a amplifier ’activation de ERK en aval de la
stimulation des DIR (Valjent et al., 2005). Le résidu Thréonine 34 de DARPP-32 est une
cible directe de la PKA, qui, lorsqu’elle est phosphorylée par cette derni¢re, devient un
puissant inhibiteur de la phosphatase PP-1 (Protéine Phosphatase 1) (Greengard et al., 1999).
L’inhibition de PP-1 diminue la déphosphorylation de STEP et par conséquent la liaison a ses
substrats, favorisant ainsi 1’augmentation du niveau de phosphorylation de ERK. Ces deux
boucles de signalisation situées en aval de la voie DI/AMPc/PKA convergent vers
I’augmentation du niveau de phosphorylation de ERK en aval de la stimulation des D1R

(Figure 8).
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Figure 8 : Schéma de I'activation de ERK en aval de la voie D1/AMPc/PKA/DARPP-
32

Les différents acteurs de la voie D1/AMPc/PKA/DARPP-32 sont schématisés dans cette figure.
En aval de la stimulation du D1R, la production d’AMPc et I'activation de la PKA conduisent a une
inhibition des phosphatases PP-1 et STEP qui convergent vers une facilitation de I’activation de
ERK.

Dans les neurones, de nombreux mécanismes cellulaires sont impliqués dans 1’activation de
ERK au travers de 1’augmentation des influx calciques (Finkbeiner and Greenberg, 1996).
L’activation des NMDAR induite par la fixation du glutamate, entraine une entrée massive de
calcium dans les MSN. Cet influx de calcium conduit a I’activation de la petite protéine G,
Ras, par I'intermédiaire de Ras-GRF, un facteur d’échange de nucléotide guanine (GDP en
GTP). Ce facteur d’échange est exprimé spécifiquement dans le SNC ou il est activé par le

complexe Ca**/Calmoduline (Farnsworth et al., 1995). Une fois activée, la petite protéine G
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Ras active a son tour la protéine Raf et déclenche ainsi la cascade d’activation de la voie des

MAPK qui se poursuit par 1’activation par Raf et finalement ERK (Fasano et al., 2009).

b. ERK, détecteur de coincidence

Dans les neurones striataux, la stimulation des DIR joue un réle majeur dans ’activation de
ERK par les drogues. En effet, ERK est trés majoritairement activé dans les MSN exprimant
les DIR et le traitement par un antagoniste D1R abolit cette activation (Valjent et al., 2001,
Valjent et al., 2005, Bertran-Gonzalez et al., 2008). La stimulation des NMDAR est
¢galement requise pour D’activation de ERK par les drogues (Valjent et al., 2000),
positionnant ERK a un point de convergence entre les signaux dopaminergiques et
glutamatergiques (Figure 9). A la lumiére de ces observations, il a ¢été proposé que
’activation de ERK agirait comme un détecteur de coincidence de 1’activation des afférences
glutamatergiques et dopaminergiques (Girault et al., 2007). Par ce mécanisme, ’activation de
ERK intégre les informations contextuelles portées par les signaux glutamatergiques en
provenance du cortex et du thalamus et le signal de la prédiction d’erreur porté par la
libération de DA. Si I’injection aigiie de cocaine augmente significativement la concentration
extracellulaire de DA, elle ne modifie pas les niveaux de glutamate ambiant (Zhang et al.,
2001). Une étude a récemment montré que la stimulation des D1R potentialise les entrées de
calcium au travers des NMDAR par le biais de la phosphorylation de la sous-unité GIuN2B de
ces récepteurs glutamatergiques. Ce mécanisme fait intervenir une protéine de la famille des
SFK (Src Family Kinase) activée en réponse a la cocaine (Pascoli et al., 2011). Cette voie de
signalisation, indépendante de la production d’AMPc est nécessaire pour déclencher
I’activation de ERK en réponse a la cocaine (Figure 9). Plus récemment, notre laboratoire a
montré que la liaison physique directe (i.e. oligomérisation) entre le DIR et la sous-unité
GluN1 des NMDAR était nécessaire a la potentialisation des flux calciques via les GluN2B-
NMDAR par la dopamine ainsi qu’a I’activation de ERK par la cocaine (Cahill et al., 2014a).
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Figure 9: L’activation de ERK par la cocaine dans le striatum est un intégrateur
des signaux dopaminergiques et glutamatergiques

Représentation schématique des voies de signalisation en aval des D1R et NMDAR convergeant
sur la voie ERK en réponse a une injection unique de cocaine.

4. ERK et les adaptations comportementales induites par les drogues

Au cours des derniéres années, de nombreuses études ont contribué a démontrer le role de
ERK dans les adaptations comportementales induites par les drogues d’abus (Lu et al., 2006,
Girault et al., 2007, Pascoli et al., 2014). Ces observations ont été faites en grande partie a
I’aide de composés pharmacologiques permettant de bloquer 1’activité de la kinase MEK.
Parmi ces composés, le SL327, un agent pharmacologique capable de passer la barriere
hémato-encéphalique permet 1’inhibition de ERK par voie systémique. Si cette approche ne
permet pas de controler la région dans laquelle ERK est inhibée, elle présente cependant

I’intérét d’étre trés peu invasive.

a. ERK et sensibilisation locomotrice

L’injection de ce composé a des doses suffisantes pour inhiber la phosphorylation de ERK
n’altére ni D’activité locomotrice basale des animaux ni leur réponse aigu€ (hyperactivité
locomotrice) a une premicre injection de cocaine ou d’amphétamine (Valjent et al., 2006b).
Ces données suggerent que la voie ERK est peu ou pas impliquée dans la réponse aigu€ aux
psychostimulants. A I’inverse, 1’activation rapide et transitoire de cette voie dés la premicre

injection de drogue semble jouer un role clé dans la mise en place d’adaptations
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comportementales a long terme. En effet, I’induction de la sensibilisation locomotrice a la
cocaine ou I’amphétamine est abolie par 1’administration du SL327 avant la premicre
injection de drogue (Ferguson et al., 2006, Valjent et al., 2006a). En revanche, 1’activation de
ERK n’est pas requise pour I’expression de la sensibilisation chez des animaux précédemment
sensibilisé€s et soumis a une injection de cocaine apres une période de sevrage (Valjent et al.,
2006a). Ces adaptations comportementales semblent dépendantes de 1’activation de
I’isoforme ERK-2 puisque I’invalidation génétique de ERK-1 entraine un effet inverse, a
savoir une potentialisation de la sensibilisation locomotrice (Ferguson et al., 2006). De
manicre intéressante, 1’inhibition de ERK dans ’ATV par infusion du PD98059, conduit a
une diminution de la sensibilisation locomotrice (Pierce et al., 1999) alors que
I’administration aigue de cocaine n’entraine pas d’augmentation de 1’activation de ERK dans
cette région (Valjent et al., 2004). L’exposition a un stress chronique conduit a une
augmentation de la phosphorylation de ERK dans I’ATV qui est associée a un accroissement
de la sensibilisation locomotrice a la cocaine (Yap et al., 2015). L’inhibition de I’activité de
ERK localement dans I’ATV, par injection de U0126, avant 1’exposition au stress, tend a
prévenir cette augmentation de la sensibilisation comportementale induite par la cocaine (Yap

et al., 2015).

b. ERK et préférence de place conditionnée (CPP)

L’induction d’un conditionnement de type CPP, classiquement présentée comme un index de
I’effet récompensant des drogues est également dépendant de I’activation de ERK. Au cours
de la phase de conditionnement, 1’animal recoit la drogue dans un environnement et le
véhicule dans un autre environnement. Lors de la session test, I’animal est libre d’explorer les
deux environnements et I’augmentation du temps passé dans le compartiment associé¢ a la
drogue refléte la mise en place d’une préférence de place conditionnée. Le blocage de ERK
par I’injection systémique de SL327 avant ou aprés chaque session de conditionnement
empéeche le développement de la CPP induite par la cocaine (Valjent et al., 2000), le THC
(Valjent et al., 2001) ou la métamphétamine (Salzmann et al., 2003). L’injection locale dans
le NAcc d’un autre inhibiteur de MEK, le PD98059, avant ou immédiatement apres les
sessions de conditionnement, prévient également le développement de la CPP (Gerdjikov et
al., 2004). Ces données indiquent que 1’activation de ERK est importante pour 1’association

entre les effets récompensant des drogues et les indices environnementaux qui leur sont
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associés. De la méme maniére que pour la sensibilisation locomotrice, les souris ERK-1
knock-out présentent une préférence de place augmentée pour la cocaine (Ferguson et al.,

20006) et la morphine (Mazzucchelli et al., 2002).

c¢. ERK, rappel et reconsolidation de la mémoire associée a la drogue

L’activation de ERK semble ¢également impliquée dans le rappel d’une mémoire
précédemment associée a la drogue. En effet, I’exposition a un contexte associé¢ a la cocaine
pendant la CPP augmente la phosphorylation de ERK dans le NAcc et une injection locale
d’un inhibiteur de MEK, le U0126, immédiatement avant le test bloque I’activation de ERK
ainsi que I’expression de la CPP induite par la cocaine (Miller and Marshall, 2005). ERK
semble également impliquée dans la reconsolidation d’une mémoire associée a la drogue
puisque l’administration par voie systémique du SL327 bloque I’expression de la CPP
lorsqu’il est administré avant 1’injection de cocaine lors d’une session supplémentaire de

conditionnement (Valjent et al., 2006a).

d. ERK, symptomes de manque et rechute

La reprise de la consommation de drogue au cours des épisodes de rechute qui suivent une
période d’abstinence, est souvent précipitée par I’exposition au contexte (O'Brien, 2005).
Dans la période qui suit I’arrét de la consommation, les individus sont sensibilisés aux indices
environnementaux associés a la drogue et la rencontre avec ces stimuli déclenche le désir
irrépressible de consommer la substance. Les données issues des modéles animaux indiquent
que la sensation de manque ne s’atténue pas au cours de la période de sevrage mais tend
plutdt a s’accentuer, ce qui a conduit a définir ce phénomeéne comme une « incubation » du
désir de consommer la substance (Grimm et al., 2001, Lu et al., 2004). Aprés une longue
période de sevrage de 30 jours suivant un protocole d’auto-administration, la réexposition au
contexte associé a la drogue augmente la phosphorylation de ERK dans I’amygdale (Lu et al.,
2005). L’injection locale dans 1’amygdale, du U0126, un inhibiteur de MEK, prévient la
reprise du comportement d’auto-administration chez le rat (Lu et al., 2005) montrant ainsi
I’implication de ERK dans cette réponse conditionnée. La phosphorylation de ERK est
¢galement augmentée dans le cortex préfrontal médian suite a la réexposition a des indices

précédemment associés a la cocaine, suggérant que cette structure pourrait jouer un rdle
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important dans I’incubation manque lié¢ a la cocaine (Koya et al., 2009). L’ incubation du désir
de consommer une substance est corrélée avec une augmentation des taux de BDNF dans
I’ATV, le NAcc et ’amygdale (Grimm et al., 2003, Pu et al., 2006), qui pourrait étre associée
a l’activité de ERK (Lu et al., 2004, Lu et al., 2005).

5. ERK et la plasticité synaptique induite par les drogues

Les adaptations comportementales a long terme observées en réponse aux drogues reflétent
leur impact durable sur le fonctionnement des circuits de récompense au-dela de la cinétique
d’augmentation de la DA. L’exposition aux drogues modifie la transmission synaptique au
sein de ces régions cérébrales conduisant a la mise en place d’une plasticité synaptique qui
contribue a la réorganisation des réseaux neuronaux. Cette plasticité synaptique induite par les
drogues semble jouer un rdle important dans les altérations comportementales observées dans
I’addiction (Luscher and Malenka, 2011).

Dans le striatum, la voie ERK activée par les drogues joue un rdle central dans les
modifications durables de I’activité synaptique des MSN (Pascoli et al., 2014). L activation de
ERK est requise pour la mise en place de la LTP dans les MSN dans un mode¢le ex vivo de
tranches striatales (Pascoli et al., 2012). Chez les souris ERK1 KO, I’augmentation de la
sensibilisation locomotrice est associée a une augmentation de la LTP induite par des
stimulations a haute fréquence dans le NAcc (Ferguson et al., 2006). L’hyperactivation de
ERK?2 dans ce modé¢le de perte d’expression de ERK1 suggére que I’augmentation d’activité
de ERK?2 accentue la sensibilité aux drogues. Dans le NAcc, 1’exposition a la cocaine conduit
a une occlusion de la LTP induite par des stimulations a haute fréquence, spécifiquement dans
les D1-MSN (Pascoli et al., 2012). L’inhibition de I’activit¢ de ERK dans le NAcc qui est
associée a une diminution de la sensibilisation locomotrice conduit également a une perte de
cette occlusion de la LTP par la cocaine (Pascoli et al., 2012). Cette étude montre également
que I’activation de ERK au cours des minutes suivant une premiére injection de cocaine est
requise pour le renforcement de ’efficacité synaptique détectée 5 jours apres I’injection. De
maniére intéressante, 1’application d’un protocole de type LFS (Low Frequency Stimulation)
par stimulation optogénétique du NAcc chez des animaux exposés a la cocaine, conduit a une
restauration de la transmission synaptique des MSN et entraine une perte de la sensibilisation

locomotrice induite par cette drogue. Cette étude permet d’établir un lien causal entre
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I’activation de la voie ERK, la potentialisation des synapses glutamatergiques et les réponses

comportementales induites par la cocaine (Pascoli et al., 2012).

La régulation du trafic des récepteurs AMPA est un mécanisme cellulaire central dans la mise
en place de la plasticité synaptique. L’activation de ERK conduit a une augmentation rapide
de I’expression des récepteurs AMPA de surface qui est requise pour 1’expression de la LTP
(Zhu et al., 2002). De la méme maniére, 1’inhibition de ERK bloque I’insertion des récepteurs
AMPA au cours de la mise en place de la LTP dans I’hippocampe (Patterson et al., 2010).
Dans le NAcc, I’augmentation de I’activité de ERK est corrélée avec 1’expression des AMPA
de surface au cours d’un sevrage suite a une exposition chronique a la cocaine (Boudreau et

al., 2007).

Au cours des deux paragraphes suivants, je détaillerai le role spécifique de certains substrats

de ERK dans les modéles d’adaptations a long terme induites par les drogues d’abus.

6. Substrats cytoplasmiques de ERK

Suite a son activation, ERK phosphoryle de nombreux substrats dans différents
compartiments cellulaires, dont le noyau, le cytoplasme et la membrane plasmique (Grewal et
al., 1999, Raman et al., 2007). La grande variété des cibles de ERK lui confére la capacité de
réguler de multiples fonctions cellulaires et de moduler la plasticité neuronale au travers de
nombreux mécanismes. Il est proposé que la voie ERK module la plasticité a court terme au
travers de I’activation de cibles cytoplasmiques et membranaires alors que la phosphorylation
de facteurs de transcription et de protéines nucléaires serait impliquée dans la régulation de la
plasticité a long terme . Suite a son activation par les drogues, ERK, est détectée dans le soma
et les dendrites et s’accumule rapidement dans le noyau (Valjent et al., 2000) (Figure 10). La
présence de la forme active de la protéine dans ces différents compartiments cellulaires
suggere fortement que ERK influence les réponses aux drogues en interagissant avec des
substrats cytoplasmiques et nucléaires. Ce sont cependant les cibles nucléaires de ERK qui
ont été les mieux décrites en réponse aux drogues et la voie ERK apparait comme un acteur
important pour les régulations géniques Bien que moins décrites dans le contexte de
I’addiction, les cibles cytoplasmiques de ERK sont également importantes pour la plasticité
synaptique notamment dans [’hippocampe (Kelleher et al., 2004a). Ces mécanismes

cytoplasmiques et indépendants de la transcription pourraient rendre compte du réle de ERK
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dans des régulations rapides de la plasticité synaptique et des réponses comportementales
conditionnées. Dans cette section, je présenterai différents substrats cytoplasmiques de ERK
décrits dans d’autres modeles de plasticité et dont il est envisageable qu’ils soient impliqués

dans les adaptations neuronales induites par les drogues.

Coc 5 Coc 10

Figure 10 : Accumulation nucléaire de la forme phosphorylée de ERK en réponse a
une injection aigue de cocaine

La forme phosphorylée de ERK est ici détectée par immunocytochimie dans le striatum de souris
5 min (Coc 5) ou 10 min (Coc 10) apres une injection de cocaine a 20 mg/kg. 5 min apres
I'injection, la majorité de neurones présentent un marquage majoritairement cytoplasmique
(indiqué par les fléches noires) alors qu’a 10 min, la majorité des cellules présente un marquage
nucléaire (indiqué par les fleches blanches)

a. Les protéines du cytosquelette

Parmi les cibles cytoplasmiques de ERK se trouvent des composants du cytosquelette tels que
les protéines MAP (Microtubules Associated Protein), les neurofilaments ou encore les
protéines Tau (Ray and Sturgill, 1988, Valjent et al., 2001). Dans les neurones, la régulation
de la dynamique du cytosquelette est un processus important pour les changements de
morphologie dendritique qui sous-tendent la plasticité des réseaux neuronaux. De telles
adaptations structurelles sont observées en réponse aux drogues et pourraient rendre compte
des altérations fonctionnelles qu’elles induisent dans les circuits de récompense (Russo et al.,
2010). Dans le striatum, la cocaine induit des changements de la morphologie et de la densité
des épines dendritiques des MSN qui sont associés a une modification de 1’efficacité
synaptique (Robinson and Kolb, 1999, Heck et al., 2014) (Figure 11). Ces changements
structurels au sein des MSN dépendent de 1’activation de la voie ERK mais également de la
stimulation des D1R et NMDAR (Ren et al., 2010). L’intégration des influx dopaminergiques
et glutamatergiques au niveau des MSN apparait comme un élément clé pour les adaptations

morphologiques induites par les drogues (Yagishita et al., 2014). Si ’activation de la voie
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ERK semble importante, les substrats cytoplasmiques impliqués dans ces remodelages
structurels, directement ou indirectement, en aval de ERK restent peu connus. Des données
issues d’autres modeles permettent d’envisager certains substrats et mécanismes d’actions
potentiels. La spinophiline, une protéine phosphatase impliquée dans le remodelage
dendritique est ciblée par ERK et sa phosphorylation est associée a une augmentation du
nombre de filopodes (Futter et al., 2005). Dans le striatum, la spinophiline est impliquée dans
la plasticité de la synapse cortico-striatale induite par la dopamine (Allen et al., 2006). ERK
phosphoryle également des membres du complexe WR2 (WAVE2 Regulatory Complex)
impliqué dans 1’assemblage du cytosquelette d’actine (Mendoza et al., 2011). Ces protéines,
importantes pour la régulation de la morphologie dendritique dans des neurones
d’hippocampe (Ito et al., 2010), représentent des partenaires potentiels de ERK dans la

régulation du cytosquelette au cours de la spinogénése induite par les drogues.

saline

cocaine

Figure 11 : Changement de la morphologie des épines dendritiques en réponse a
des injections répétées de cocaine

L’arbre dendritique est ici analysé dans le striatum de souris knock-in Venus-VGLUT1, chez qui
le transporteur au glutamate VGLUT1 est fusionné a une cassette Venus, permettant la
visualisation des éléments pré-synaptiques glutamatergiques (vert). Les dendrites (rouge)
marquées a I'aide d'un marqueur lipophile des membranes (Dyl) sont ici visualisées dans une
reconstruction en 3 dimensions. Le couplage de ces deux marquages permet de visualiser les
synapses glutamatergiques formées entre 'arbre dendritique du MSN( rouge) et le bouton pré-
synaptique glutamatergique. Un traitement chronique a la cocaine dans un protocole de
sensibilisation locomotrice (6j, 20 mg/kg) augmente la densité d’épines dendritiques dans les
MSN, associée a la formation de nouvelles connections glutamatergiques.

b. Protéines membranaires

L’activation de ERK participe également a la régulation de I’efficacité de la transmission

synaptique au travers de la phosphorylation de cibles membranaires telles que des récepteurs
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Tyrosine Kinase, des récepteurs ionotropiques ou encore des récepteurs couplés aux protéines
G (Grewal et al., 1999). ERK est également impliquée dans la régulation de I’excitabilité des
neurones pyramidaux de 1’hippocampe au travers de la phosphorylation de certains résidus
des canaux Kv4.2 (Adams et al., 2000, Schrader et al., 2006). ERK semble également
impliquée dans la plasticité synaptique au travers de la régulation du trafic des récepteurs
glutamatergiques de type AMPA (Alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic
acid receptor) et de leur recrutement a la synapse au cours de I’établissement de la LTP
(Long-Term Potentiation) (Zhu et al., 2002, Qin et al., 2005, Patterson et al., 2010). ERK
participe ¢galement a la régulation de I’adressage membranaire des AMPAR au travers de la
phosphodiesthérase 4 (Song and Tang, 2014). La voie ERK semble également contribuer a la
régulation de I’efficacité synaptique au travers de cibles présynaptiques. La phosphorylation
de la synapsine I en réponse a D’application de BDNF est notamment dépendante de
I’activation de la voie ERK et contribue a la facilitation de la libération de glutamate par
I’élément présynaptique (Jovanovic et al., 2000). La phosphorylation de la synapsine I par
ERK tend a diminuer sa liaison a I’actine et facilite ainsi la mobilité des vésicules dans la
zone active ainsi que leur probabilité de fusion a la membrane (Jovanovic et al., 1996).
L’expression de la synapsine 1 est spécifiquement augmentée dans 1’hippocampe chez le rat
en réponse a un protocole d’induction de la LTP et pourrait étre impliquée dans la modulation
de la libération du glutamate au cours de la mise en place de la plasticité a long terme (Hicks

etal., 1997).

c. Protéines cytoplasmiques

Dans le cytoplasme, ERK est également impliquée dans les mécanismes de régulation de la
traduction des ARNm. L’initiation de la traduction qui constitue 1’étape limitante de la
synthése protéique est la cible d’un grand nombre de mécanismes de régulation. Au cours de
cette étape d’initiation, le recrutement des ribosomes au niveau des ARNm peut se faire par
deux mécanismes distincts. Les ribosomes peuvent étre recrutés au niveau de séquences de
type IRES (Internal Ribosomal Entries Sequence) présentes dans les messagers, selon un
processus indépendant de la coiffe. Le second mécanisme, dépendant de la coiffe, consiste en
un recrutement des ribosomes au niveau de la coiffe située dans la région 5° des ARNm et
implique le facteur d’initiation de la traduction elF4E (Costa-Mattioli et al., 2009). La voie

ERK participe a la régulation de la synthése protéique au travers de la phosphorylation de
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cibles impliquées directement ou non dans I’initiation de la traduction. ERK participe
notamment a I’activation par phosphorylation du complexe mTORC1 (Mammalian Target Of
Rapamycin Complex 1). Il peut agir sur ce complexe soit en activant, par phosphorylation, la
protéine PDK1/2 (3-Phosphoinositide-Dependant protéine Kinase 1/2), soit en phosphorylant
et inactivant TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2) (Frodin et al., 2000, Ma et al., 2005).
L’inactivation du complexe TSC1/TSC2 conduit a I’inactivation de Rheb et de mTORCI1
aboutissant a une augmentation de la phosphorylation de 4E-BP qui entraine la libération de
elF4E (Gingras et al., 1999). La libération d’elF4E permet sa liaison a elF4G et eIF4A pour
former le complexe actif el[F4F impliqué dans I’initiation de la traduction. Il est proposé que
les voies ERK et mTORC agissent en synergie dans la régulation de la traduction via elF4E.
ERK régule également la traduction au travers de I’activation de la kinase Mnk1 (Mitogen-
activated protéine kinase-interacting kinasel) qui phosphoryle elF4E (Knauf et al., 2001,
Ueda et al.,, 2004a). Dans I’hippocampe, la stimulation des NMDAR conduit a une
augmentation du niveau de phosphorylation de Mnk1 et eIF4E qui dépend de 1’activation de
la PKA et de la voie ERK (Banko et al., 2004). Dans un protocole d’induction d’une LTP au
niveau de la voie perforante de 1’hippocampe, ’activation de la voie ERK conduit a une
augmentation de la phosphorylation de Mnk1 qui, suite a son activation, phosphoryle a son
tour e[F4E (Panja et al., 2009). Dans ce mode¢le, I’activation de la voie ERK/Mnk1/elF4E est
requise pour I’augmentation d’expression de la protéine Arc en réponse a 1’induction de la
LTP. Dans I’hippocampe, la régulation de la traduction par la voie ERK est cruciale pour
1’établissement de la LTP et la consolidation de la mémoire (Kelleher et al., 2004a, Kelleher
et al., 2004b). Dans les MSN, aucune cible cytoplasmique directe de ERK n’a été démontrée

comme impliquée dans les altérations neuronales induites par les drogues.

7. Substrats nucléaires de ERK impliqués dans les adaptations neuronales

induites par les drogues d’abus

a. ERK et les régulations géniques induites par les drogues

Dans les neurones, la voie ERK participe a la transmission du signal depuis la membrane
jusqu’au noyau et contribue ainsi @ un couplage efficace entre 1’activité synaptique et la

transcription dépendante de [D’activité. Au travers de la phosphorylation de substrats
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nucléaires, ERK régule I’activation rapide et spécifique de la transcription de génes impliqués
dans la mise en place d’une réponse neuronale appropri¢e. Dans des conditions basales, ERK
est présent dans le cytoplasme sous sa forme non phosphorylée. La kinase de ERK, MEK,
contient une signal d’export nucléaire (NES, Nuclear Export Signal) et pourrait étre
responsable de la rétention cytoplasmique de la forme non phosphorylée de ERK. En effet,
MEK dans son état inactif, non phosphorylé, est localisée dans le cytoplasme et possede une
forte affinité pour son substrat ERK (Fukuda et al., 1997). L’activation de ERK par
phosphorylation entraine un changement de sa conformation et conduit a sa dissociation de
MEK, nécessaire a sa translocation nucléaire (Wolf et al., 2001). En réponse a une stimulation
glutamatergique, la translocation nucléaire de ERK dépend de son recrutement a des
complexes protéiques contenant des marqueurs de 1’endocytose clathrine-dépendante qui sont

issus de I’endocytose des AMPAR (Trifilieff et al., 2009).

L’exposition aux drogues induit un programme transcriptionnel complexe au sein des
neurones striataux. De nombreuses formes de plasticité neuronales impliquées dans
I’apprentissage et la mémoire sont dépendantes de I’expression génique (Kandel, 2001). Dans
les MSN, les modifications transcriptionnelles dépendent d’une synergie entre les mécanismes
cellulaires en aval des DIR et des NMDAR (Konradi et al., 1996). En aval de ces signaux
extracellulaires, la voie ERK semble jouer un role important dans la mise en place de ces
régulations géniques induites par les drogues (Valjent et al., 2000, Ferguson and Robinson,
2004, Brami-Cherrier et al., 2005, Valjent et al., 2005, Piechota et al., 2010b). Suite a son
activation par les drogues, ERK module de nombreuses réponses transcriptionnelles au travers
de ses substrats nucléaires. ERK régule notamment 1’expression de genes immédiats précoces
qui sont fortement impliqués dans la mise en place des réponses neuronales suite a une
acticité synaptique. Les génes immédiats précoces, ou IEG (Immediate Early Genes) sont
définis comme des genes rapidement induits en réponse a une stimulation synaptique intense
ou par des signaux chimiques tels que des neurotransmetteurs ou des facteurs de croissance.
L’une des principales caractéristiques commune a ces genes est le fait que 1’induction rapide
de leurs ARNm ne dépend pas nécessairement de la synthése de nouvelles protéines (Sheng
and Greenberg, 1990, Flavell and Greenberg, 2008). Un grand nombre de ces IEG, encodent
des facteurs de transcription impliqués dans 1’induction d’un programme génétique au travers
de la transcription d’une seconde vague de génes importants pour la mise en place
d’adaptations cellulaires durables. Parmi ces IEG encodant des facteurs de transcription, on

trouve notamment, c-fos, zif268, Jun-B ou encore FosB. Cependant, certains de ces IEG, tels
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que arc, homerla ou narp encodent des protéines qui ne sont pas des facteurs de transcription
et interagissent directement avec des protéines préexistantes pour modifier la réponse

neuronale.

Les drogues modifient I’expression de nombreux IEG dans différentes régions du systéme
mésocorticolimbique. L’injection aigiie de cocaine augmente notamment 1’expression du géne
arc/arg3.1 encodant pour la protéine Arc (Activity-Regulated and Cytoskeleton associated
protéine) qui fait ’objet du chapitre 3 de ce manuscrit (Fosnaugh et al., 1995). L’expression
du gene zif268 (Zinc Finger transcription factor 268 ou egr-1 early growth response protéine
1) est augmentée dans le striatum en réponse a I’injection d’amphétamine ou de cocaine
(Moratalla et al., 1992). L’induction de ce geéne par la cocaine dépend de 1’activation de la
voie ERK (Radwanska et al., 2005) et s’avere essentielle pour les réponses a la cocaine. En
effet, son invalidation dans un modéle génétique zif268 knock-out conduit a des altérations de
la sensibilisation locomotrice ainsi que la CPP (Valjent et al., 2006b). La régulation des geénes
encodant les facteurs de transcription de la famille Fos a été largement étudiée en réponse aux
drogues (Graybiel et al., 1990, Moratalla et al., 1993). Cette famille comprend les facteurs de
transcription c-fos, FosB, FosB et enfin Fral (Fos-related antigen 1) et Fra2 qui forment des
diméres avec les protéines de la famille Jun pour constituer un complexe de facteurs de
transcription nommé AP-1. Les geénes c-fos et fosB sont notamment induits dans le striatum
dorsal et ventral en réponse a une injection aigiie de cocaine (Graybiel et al., 1990, Moratalla
etal., 1992). Si ces deux génes sont fortement induits par une injection aigiie, I’administration
chronique de cocaine induit une tolérance qui conduit a une diminution de I’amplitude de leur
induction. Cependant, la protéine AFosB, une forme tronquée de la protéine FosB résultant
d’un épissage alternatif tend, elle, & s’accumuler au cours d’un traitement chronique du fait
notamment de sa stabilité (Chen et al., 2000, McClung et al., 2004, Larson et al., 2010).
AFosB intervient dans la régulation de nombreux genes tels que NFkB ou Cdk5 qui sont tous
deux augmentés par un traitement chronique a la cocaine (Chen et al., 2000, Bibb et al., 2001,
McClung and Nestler, 2003). La voie ERK régule I’expression de nombreux IEG induits par
les drogues dans différentes régions des circuits de récompense (Valjent et al., 2000, Zhang et
al., 2001, Brami-Cherrier et al., 2005, Jenab et al., 2005, Mattson et al., 2005, Radwanska et
al., 2005, Radwanska et al., 2006). Les protéines ERK nucléaires influencent les mécanismes
transcriptionnels en régulant D’activit¢é de facteurs de transcription de fagon directe ou
indirecte. L’ activation de ERK module également la structure de la chromatine au travers de

la phosphorylation indirecte de certaines histones. Les substrats nucléaires de ERK sont
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nombreux et ceux qui sont abordés dans cette partie ont été sélectionnés au regard de leur

implication dans les régulations géniques induites par les drogues.

b. Régulations transcriptionnelles via la kinase MSK-1

MSK-1 appartient a la famille des protéines MSK (Mitogen and Stress activated Kinase) qui
sont activées par phosphorylation par les MAPK/p38 et les ERK (Deak et al., 1998). MSK-1
est enrichie dans le striatum (Heffron and Mandell, 2005). Suite a son activation par
phosphorylation, MSK-1 catalyse, entre autres, la phosphorylation de la protéine CREB
(Arthur and Cohen, 2000). CREB appartient a la famille des facteurs de transcription a
leucine-zipper qui se lie a ’ADN via les séquences consensus CRE (cAMP Responsive
Element). La phosphorylation de CREB sur son résidu Ser'™ induit son activité
transcriptionnelle au niveau des promoteurs porteurs de sites CRE. L’activation de CREB
conduit au recrutement de co-activateurs transcriptionnels tels que CBP (CREB Binding
Protéine), p300 ou encore CRCT1 qui sont requis pour I’activation de la transcription (Kwok
et al., 1994, Parker et al., 1996). La protéine CBP contribue a I’initiation de la transcription
via sa liaison a la RNA Pol-II (ARN Polymerase II) qui favorise son recrutement au niveau du
promoteur (Kee et al., 1996). La CBP favorise également I’initiation de la transcription au
travers de son activité acétyl-transférase qui est impliquée dans la décompaction locale de la
chromatine requise pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle (Mayr and
Montminy, 2001) (Figure 12). CREB n’est pas uniquement ciblé par ERK et de nombreuses
protéines kinases dépendantes de I’AMPc (PKA) ou du calcium et de la calmoduline (CAMK
IT ou IV, Calcium calmodulin-dependant kinase de type II ou IV) peuvent également

phosphoryler le résidu Ser'*® de CREB.

-43 -



Figure 12: Représentation schématique de [Il'activation transcriptionnelle
dépendante de CREB

La phosphorylation des diméres de CREB sur le résidu Ser'* active une cascade d’événements
qui implique le recrutement de protéines associées telles que le co-activateur transcriptionnel,
CBP/p300. Ces événements aboutissent a l'assemblage du complexe transcriptionnel. Ce
complexe participe au remodelage de la chromatine au travers du recrutement de protéines HAT
(Histones Acetyl Transferase) telles que CBP mais aussi d’autres protéines impliquées dans la
régulation de la liaison entre la chromatine et les histones (cylindres bleus). Les traits rouges
représentent les queues N-terminales des histones qui peuvent subir des modifications post-
traductionnelles telles que 'acétylation. L’ensemble de ces mécanismes favorisent la synthese
d’ARN par la RNA Pol-II. (Carlezon et al., 2005).

Dans les neurones striataux, les niveaux de phosphorylation de MSK-1 (Thr’®') et de CREB
(Ser '**) sont augmentés en réponse a une injection de cocaine (Brami-Cherrier et al., 2005).
L’activation de ces deux protéines dépend de ERK puisque chacune d’clle est abolie en
présence du SL327, un inhibiteur de MEK. L’activation de CREB par la cocaine n’est pas
retrouvée chez des souris msk-1 KO et semble donc dépendre de ’activation de MSK-1 en
aval de ERK. (Brami-Cherrier et al., 2005). Bien que la phosphorylation de CREB sur le
résidu Ser ¥ soit la cible de nombreuses kinases telles que RSK1/2, CAMK IV ou PKA, son
activation dans le striatum, en réponse a la cocaine dépend majoritairement de MSK-1
(Brami-Cherrier et al., 2005, Mattson et al., 2005). Comme nous 1’avons vu, I’activation de
CREB conduit a son association a des protéines co-activatrices telles que la CBP, importantes
pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle et I’induction de genes. Le facteur de
transcription CREB est régulé par de nombreuses drogues et participe a la régulation
transcriptionnelle de nombreux génes importants pour la mise en place de la plasticité induite
par les drogues (McClung and Nestler, 2008). L’abolition génétique de msk-1 est associée a
des modifications du programme génique induit par la cocaine et notamment a une perte de
I’induction des génes immédiats précoces c-Fos et dynorphine dont I’expression est
normalement augmentée en réponse a cette drogue. L’induction par la cocaine du gene
immeédiat précoce zif268 est en revanche préservée chez ces animaux (Brami-Cherrier et al.,
2005). La protéine MSK-1 est également impliquée dans la phosphorylation de résidus
spécifiques des histones H1, H2B, H3 et d’une protéine non-histone liée aux nucléosomes,
HMG-14 (High Mobility Group-14) (Thomson et al., 1999a). De tels événements jouent un
role important dans le remodelage de la chromatine qui contribue a [’initiation de la
transcription (Thomson et al., 1999b). Dans les neurones striataux, 1’activation de MSK-1 en
aval de ERK catalyse la phosphorylation des histones H3 sur leur résidu Ser'® (Brami-
Cherrier, 2005 ; 2007 ; 2009). Une autre protéine activée en aval de ERK, la kinase RSK-2
(Ribosomal S6 Kinase 2) présente des propriétés similaires a celles de MSK-1. En effet, RSK-
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2 est également impliquée dans la phosphorylation de CREB (Xing et al., 1996) ainsi que des
résidus Ser'® des histones H3 (Sassone-Corsi et al., 1999, Crosio et al., 2000). D’autres
kinases sont impliquées dans la phosphorylation des histones H3 sur leur sérine 10, telles que

la PKC (Protein Kinase C), IKKa (IxB Kinase o) ou encore AKT]1.

L’activation de MSK-1 en aval de ERK est ¢galement impliquée dans I’augmentation du
niveau de phosphorylation des histones H3 (Ser'’) induit en réponse & une injection de
cocaine (Brami-Cherrier et al., 2005). Les modifications post-traductionnelles des histones
contribuent a la décompaction de I’ADN requise pour le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle. L’augmentation du niveau de phosphorylation des histones H3 est associée
a une activation de la transcription (Brami-Cherrier et al., 2009). Chez les souris msk-1 KO, la
perte de phosphorylation des histones H3 en réponse a I’injection de cocaine est associée a
une perte de I’induction de génes immédiats précoces tels que c-Fos et la dynorphine (Brami-
Cherrier et al., 2005). Ces réponses moléculaires sont associées a des modifications des
réponses comportementales induites par la cocaine. Les souris msk-I KO présentent une
altération de la sensibilisation locomotrice alors que la préférence de place conditionnée est
augmentée chez ces animaux. Ces données sont en accord avec I’implication de CREB et de

la dynorphine dans les effets aversifs des drogues (Carlezon et al., 2005).

c. Regulations transcriptionnelles via Elk-1

Dans le noyau, ERK phosphoryle la protéine Elk-1. Cette protéine est un facteur de
transcription a domaine Ets qui appartient a la famille des TCF (Ternary Complex Factor)
(Hipskind et al., 1991). Les facteurs de transcription de type TCF s’associent a des dimeéres de
protéines SRF (Serum Responsive Factor) pour former un complexe protéique qui se lie a
I’ADN au niveau de séquences consensus de type SRE (Serum Responsive Element) (Figure
13) (Treisman, 1996). La fixation a haute affinit¢ de Elk-1 au niveau des sites SRE dépend
de sa liaison aux protéines SRF. Elk-1 est directement phosphorylé par ERK sur les sérines
383 et 389 (Gille et al., 1995). La phosphorylation de Elk-1 au niveau de ces deux résidus est
déterminante pour 1’activation transcriptionnelle via les sites SRE présents dans les
promoteurs de nombreux IEG tels que c-fos, zif268 ou junB (Janknecht et al., 1993, Treisman,

1995).
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Ternary
a a Complex

Figure 13 : Représentation schématique de la formation du complexe TCF

Le dimeére SRF interagit avec la séquence consensus de type SRE ou CArG box (CC[A/T]e¢GG) Le
domaine A (domaine Ets) du TCF se lie a la séquence consensus de type EBS. Les séquences EBS
et CArG représentées ici correspondent au site SRE du promoteur de c-fos. Le domaine B du TCF
contient l'interface impliquée dans l'interaction avec le SRF et le domaine C, les résidus Serine
ciblés par les protéines ERK activées. (Buchwalter et al., 2004)

L’activation de Elk-1 en aval de ERK est également un événement important pour les
réponses transcriptionnelles induites par les drogues. Dans les MSN, le facteur de
transcription Elk-1 est phosphorylé par ERK en réponse a une injection aigue de cocaine ou
d’amphétamine (Valjent et al., 2000, Choe et al., 2002). La phosphorylation de Elk-1, par

383389 ¢onduit a4 sa translocation nucléaire (Lavaur et al., 2007).

ERK, sur ses résidus Ser
L’utilisation d’un peptide interférant capable d’inhiber sélectivement la phosphorylation de
Elk-1 a révélé que son activation est essentielle pour les réponses moléculaires ainsi que le
développement de la sensibilisation locomotrice et de la CPP induites par la cocaine (Besnard
et al., 2011). De maniére intéressante, 1’inhibition de Elk-1 conduit a une diminution de la
phosphorylation des histones H3 en réponse a la cocaine sans altérer la phosphorylation de
MSK-1. Ces données indiquent que Elk-1, sous sa forme active, pourrait agir au sein du
noyau, comme une protéine d’échafaudage pour le recrutement de MSK-1 au niveau de
I’ADN (Zhang et al., 2001). Le facteur de transcription Elk-1 exerce une régulation sur la
transcription d’IEG tels que junB, zif268 ou Nur77 et son inhibition entraine une diminution
partielle de I’induction par la cocaine des génes c-fos, zif268 ou encore arc dans le striatum.

Ces changements d’expression génique sont associés a une diminution de la sensibilisation

locomotrice ainsi que de la préférence de place conditionnée (Besnard et al., 2011).

d. Régulations épigénétiques induites par les drogues

La régulation de la transcription ne repose pas uniquement sur ’activation des voies de

signalisation et de facteurs de transcription mais dépend également de modifications de la

- 46 -



structure de I’ADN. Dans le noyau des cellules, I’ADN est étroitement compacté et s’associe
avec de nombreuses protéines pour former un complexe hautement organisé appelé
chromatine. Le niveau de compaction de la chromatine est déterminant pour I’initiation de la
transcription puisqu’il conditionne I’accessibilit¢ de ’ADN aux protéines chargées de sa
transcription. A 1’état basal, la chromatine hautement compactée est inaccessible a la
machinerie transcriptionnelle alors que sa décompaction favorise sa fixation a I’ADN. Cet état
de compaction est notamment controlé par les histones, des protéines basiques intimement
liées a I’ADN qui jouent un rdle central dans 1’organisation de la chromatine (Li et al., 2007).
Les changements de conformation de la chromatine dépendent notamment de modifications
post-traductionnelles des histones qui vont moduler leur niveau d’interaction a ’ADN. Les
histones sont soumises a diverses modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation, 1’acétylation ou encore la méthylation et 1’'ubiquitination qui vont influencer
la transcription de différentes manicres (Bannister and Kouzarides, 2011). L’épigénétique fait
référence a ces mécanismes qui modulent I’expression des génique en amont de 1’information
portée par la séquence du gene. Ces mécanismes moléculaires sont affectés par les drogues et
apparaissent comme des processus importants pour la mise en place d’adaptations neuronales

durables observées dans ’addiction (Walker et al., 2015)

Les modifications post-traductionnelles des histones induites par les drogues sont
responsables de nombreuses altérations transcriptionnelles (Renthal and Nestler, 2008, Maze
et al., 2010). L’induction de c-fos et fosB par la cocaine est notamment associée a une
augmentation de 1’acétylation des histones H4 au niveau de leur promoteur (Kumar et al.,
2005). Les histones déacétylases (HDAC) sont les enzymes impliquées dans la déacétlyation
des histones qui promeut la compaction de la chromatine et, par conséquent, est généralement
associée a une inhibition de la transcription. L’inhibition de ces enzymes augmente 1’effet
locomoteur et récompensant de la cocaine alors que leur surexpression diminue la CPP
(Kumar et al., 2005, Renthal et al., 2007). La voie ERK est impliquée dans ces mécanismes de
remodelage de la chromatine via notamment la kinase MSK-1. Nous avons vu précédemment
que la voie ERK contrdle la phosphorylation des histones H3 induite par la cocaine (Brami-
Cherrier et al., 2005). La phosphorylation des histones favorise la transcription en participant
a la décompaction de la chromatine. En effet, chez les souris msk-I ko, la perte de
phosphorylation des histones est associée a une perte de I’induction des IEG c-fos et
dynorphine (Brami-Cherrier et al., 2005, Jordi et al., 2013) Dans le striatum, les réponses

épigénétiques induites par la cocaine sont spécifiques du type cellulaire et dépendent de la
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durée de I’exposition a la drogue. (Jordi et al., 2013) Bien que certains résidus soient
communément altérés, le patron des modifications post-traductionnelles des histones se révele
différent au sein des DI-MSN et les D2-MSN. Les réponses observées dans ces populations
sont également affectées différemment par un traitement aigu ou chronique. Ces données
démontrent la spécificité de ces réponses épigénétiques et suggerent qu’elles jouent un role
important dans la mise en place d’un programme transcriptionnel spécifique. (Jordi et al.,

2013)

L’activation de la voie ERK par les drogues joue un role essentiel dans la mise en place d’un
programme transcriptionnel complexe au sein des MSN. Ces régulations géniques sont
centrales pour les réponses moléculaires et comportementales induites par les drogues. Les
genes induits au cours de ces régulations sont impliquées dans de nombreuses fonctions
cellulaires importantes pour la mise en place d’adaptations neuronales durables. Parmi, ces
geénes, nous avons évoqué le géne arc, induit dans le cortex et le striatum en réponse a la
cocaine. Les modalités de régulation de cet IEG ainsi que ses fonctions dans la plasticité
neuronale et les adaptations comportementales a long terme sont abordées de maniére

détaillée dans le chapitre suivant.
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Chapitre II1. Arc

La protéine Arc a été décrite pour la premiere fois en 1995, simultanément, mais de fagcon
indépendante par les groupes de Paul Worley a I’Université John Hopkins et Dietmar Khul au
Max Planck Institute. Les travaux menés par le groupe du Pr. Worley visaient a identifier de
nouveaux IEG impliqués dans la plasticité synaptique et la mémoire. Dans le systéme nerveux
central, ces genes rapidement induits par 1’activité synaptique jouent un role important dans la
mise en place des adaptations cellulaires a long terme qui sous-tendent la plasticité neuronale
(Sheng and Greenberg, 1990, Flavell and Greenberg, 2008). Les IEG ont été initialement
définis comme des geénes encodant des protéines qui contrdlent 1’expression d’une seconde
vague de génes, dit génes tardifs. (Sheng and Greenberg, 1990). Les produits de ces genes
tardifs étant plus spécifiquement impliqués dans des fonctions cellulaires importantes pour
I’établissement de la plasticité neuronale. Ainsi, la plupart des IEG décrits a cette époque
encodaient des facteurs de transcription et trés peu de protéines issues de ces génes avaient
une fonction directe dans la plasticité synaptique. Ce constat a conduit a rechercher de
nouveaux [EG dits « IEG effecteurs » qui encoderaient des protéines capables d’interagir avec
des substrats protéiques préexistants pour réguler directement 1’efficacité synaptique. Par une
technique de clonage soustractif, 1’équipe du Pr. Worley entreprit d’isoler les ARNm induits
dans I’hippocampe de rat en réponse a 1’application de chocs ¢€léctroconvulsifs. En parallele
de facteurs de transcription, les auteurs ont identifi¢ de nombreux IEG effecteurs codant pour
des facteurs de croissance (BDNF), des molécules impliquées dans la transduction du signal
(Homer la, Rheb), des enzymes métaboliques (Cox-2) ou encore des protéines de surface
(Narp) (Barde, 1990, Yamagata et al., 1994, Tsui et al., 1996, Brakeman et al., 1997,
Guzowski, 2002). Parmi ces différents IEG, ils ont identifi¢ le géne arc encodant une protéine
caractérisée par une forte homologie avec les spectrines, capable de s’associer au
cytosquelette et enrichie dans les dendrites (Lyford et al., 1995). En paralléle de ce travail, le
groupe de Ditmar Khul, a isolé Arc dans I’hippocampe sous le nom de Arg3.1 (Link et al.,

1995).

Deés cette premiére caractérisation, ce gene rapidement induit par I’activité dont la protéine se
localise dans les dendrites, est apparu comme un acteur potentiellement important de la

plasticité neuronale. Au cours des vingt derni¢res années, de nombreux travaux ont démontré
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le role majeur de Arc dans les processus de plasticité synaptique qui sous-tendent
I’apprentissage et la mémoire. Arc s’est rapidement démarquée par ’extréme finesse de sa
régulation. Depuis la production et le transport des ARNm jusqu’a la synthése et la
dégradation de la protéine, chaque étape est finement controlée par 1’activité neuronale. Si
Arc régule la plasticité neuronale via de nombreux mécanismes, le lien étroit qu’elle entretient
avec le cytosquelette est a 1’origine de la majorité de ses fonctions cellulaires décrites a ce
jour. Arc est induite dans de nombreux paradigmes d’apprentissages et joue un role majeur
dans la formation et la consolidation de la mémoire. Arc apparait aujourd’hui comme un
acteur majeur de la plasticité neuronale capable d’assurer un couplage extrémement fin entre
les différents patrons d’activité synaptique et les modifications durables du fonctionnement

neuronal au cours de I’apprentissage.

1. Arc, caractéristiques générales et spécificités

La premicre description de cette protéine par le groupe de Paul Worley est a 1’origine de son
nom le plus communément utilisé aujourd’hui, a savoir Arc pour Activity-Regulated and
Cytoskeleton-associated protein codée par le géne arc (Lyford et al., 1995). Ce nom lui a été
attribué en raison des principales caractéristiques mises en évidence au cours de cette étude, a
savoir son induction rapide en réponse a 1’activité neuronale et ses nombreuses interactions

avec le cytosquelette.

a. Du géne a la protéine

La protéine Arc est codée par le gene arc/arg3. 1, situé sur le chromosome 8 chez I’Homme et
sur le chromosome 15 chez la souris. Ce géne constitué de 4500 paires de bases (Collins et
al.), comporte 3 exons et n’est présent qu’en une seule copie dans le génome. Le géne arc est
retrouvé uniquement chez les vertébrés et sa séquence est hautement conservée au sein de ce
groupe. Le géne arc code pour un ARNm de 2948 pb chez ’'Homme et 3059 pb chez la

souris.

La région 3’ non traduite de ’ARNm contient deux séquences de régulation de type dendritic
targeting element (DTE), de 350 et 370 nucléotides, qui jouent un réle dans 1’adressage

dendritique de Arc (Kobayashi et al., 2005). Cette région non codante contient é¢galement une
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séquence de déstabilisation des ARNm impliquée dans la régulation du renouvellement des
messagers (Link et al., 1995, Lyford et al., 1995). L’analyse des cadres ouverts de lecture
présents dans ces ADNc prédit une protéine de 396 acides aminés présentant un poids

moléculaire de 45 kDa

La protéine Arc traduite a partir de ces ARNm possede un poids moléculaire apparent de 55
kDa. D’un point de vue biochimique, Arc est une protéine hydrophile qui présente un point
isoélectrique de 4,5. La séquence de la protéine ne présente pas de domaines hydrophobes, ce
qui suggere que Arc n’est pas une protéine sécrétée et qu’elle n’interagit a priori pas avec la
membrane plasmique. L’étude de la structure tertiaire de la protéine révele la présence d’un
domaine coiled-coil a D’extrémité N-terminale (terminaison amine) et d’un domaine
d’homologie aux spectrines dans sa partie C-terminale (terminaison carboxyle). L’extrémité
C-terminale de la protéine contient également une séquence PEST (P, Proline, E, acide
glutamique, S, serine, T thréonine) qui est impliquée dans I’adressage de Arc vers le
protéasome (Rao et al., 2006). La séquence de Arc contient également des sites d’interaction
avec 1’endophiline 3 et la dynamine 2, des protéines impliquées dans la machinerie
d’endocytose (Chowdhury et al., 2006) (Figure 14). Une étude récente a identifié trois
régions de régulation de la localisation nucléaire de Arc (Korb et al., 2013). La protéine
contient une séquence d’entrée au noyau de type Pat7-NLS (Nuclear Localization Signal)
dans sa partie C-terminale ainsi qu’une séquence d’export NES (Nuclear Export Signal). Arc
contient également un domaine de rétention au noyau, NRD (Nuclear Retention Domain)
(Figure 14). Ces séquences sont impliquées dans la régulation du trafic de la protéine par
I’activité neuronale. La protéine Arc subit également des modifications post-traductionnelles.
En effet, des sites prédictifs de phosphorylation ont été identifiés dans sa séquence protéique,
notamment des sites de phosphorylation par la protéine kinase ¢ (PKC) et CAMK II (Lyford
et al., 1995). Une interaction directe entre Arc et CAMK II a ensuite été montrée dans un
modele in vitro de culture de neuroblastes (Donai et al., 2003). La séquence de arc contient
¢galement des sites de fixation pour des enzymes de type ligase telles que la protéine E3
ubiquitin-protein ligase 34 (Ube3A) et la protéine RING Domain ubiquitin-ligase Triad3A.
Ces ligases ubiquitinylent Arc au niveau des lysines 268 et 269 et favorisent sa dégradation
par le protéasome (Greer et al., 2010, Mabb et al., 2014). La protéine peut également étre
modifiée par sumoylation sur les lysines 110 et 268 et ceci joue un réle important dans

I’endocytose des récepteurs AMPA (Craig et al., 2012).
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Figure 14 : Représentation schématique de la séquence protéique de Arc

La séquence protéique de Arc contient un domaine d’homologie aux spectrines dans sa région C-
terminale. Le domaine coiled-coil situé en N-terminale est impliqué dans la formation de
dimeres de protéine. La séquence contient deux sites d’interaction avec des protéines
impliquées dans 'endocytose des AMPAR. La séquence PEST située dans la partie C-terminale
est impliquée dans 'adressage de Arc vers le protéasome. Enfin, la protéine Arc posséde trois
sites impliqués dans la régulation de son trafic entre le noyau et le cytoplasme. NLS : Nuclear
Localization Sequence; NES: Nuclear Export Signal ; PEST: P, Proline, E, acide glutamique, S,
serine, T thréonine.

b. Un lien privilégié¢ avec le cytosquelette

La séquence de Arc présente une forte homologie avec 1’alpha-spectrine qui est un constituant
majeur du cytosquelette. De plus, la séquence prédictive de la protéine indique la présence
d’un domaine « spectrine-like » (Lyford et al., 1995). Ces domaines sont importants pour les
interactions protéiques au sein du cytosquelette et agissent comme une plateforme pour la
formation de complexes macromoléculaires (Djinovic-Carugo et al., 2002). Leur implication
dans les interactions entre molécules au sein de la famille des protéines de type spectrine
suggere que Arc s’associe a des complexes de protéines du cytosquelette. Une étude a
récemment montré que ces domaines sont impliqués dans 1’oligomérisation de Arc (Myrum et
al., 2015). Ce phénomene semble extrémement dynamique et Arc est présente sous forme de

monomeres et d’oligomeéres dans la cellule.

L’interaction directe de Arc avec le cytosquelette d’actine a été¢ mise en évidence par des
analyses biochimiques qui ont montré que la protéine co-précipite avec la F-actine. Cette
interaction semble spécifique de Arc puisqu’elle n’est pas retrouvée pour le produit d’autres
IEG tels que c-Fos, Zif268 ou encore Jun-D. En revanche, cette interaction est perdue dans
des préparations d’actine purifiée qui ne contiennent pas les protéines liées au cytosquelette

d’actine, telles que la tropomyosin et les spectrines. Ces observations suggerent que
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I’interaction Arc/F-Actine n’est pas directe mais se ferait par I’intermédiaire de protéines
associées a l’actine (Lyford et al., 1995). La ou les protéines impliquées restent a ce jour

encore inconnue.

Les liens entre Arc et le cytosquelette ne semblent pas se limiter a 1’actine. En effet, en 2006,
des travaux a nouveau issus du groupe de Paul Worley ont montré une interaction directe
entre Arc et des composants du cytosquelette impliqués dans I’endocytose des protéines
membranaires (Chowdhury et al., 2006). L’utilisation d’un crible double-hybride chez la
levure a permis de montrer que Arc interagit directement avec 1’endophilin 3 et la dynamine
2. La dynamine 2 est une GTPase de la superfamille des dynamines, impliquée dans la
scission entre les vésicules de clathrine et la membrane plasmique (Praefcke and McMahon,
2004). Cette protéine se lie aux phospholipides membranaires via son domaine de type
« plekstrin-homology » (PH) et engage des interactions protéine-protéine au travers d’un
domaine type « proline-rich » (PRD) (Hinshaw, 2000). De maniére surprenante, la dynamine
2 interagit avec Arc via son domaine PH et non son domaine PRD. L’endophiline 3 est une
protéine cytoplasmique contenant un domaine src-homolgy 3 (SH3) et capable d’interagir
avec la dynamine et ’amphyphysine pour réguler le recyclage des vésicules de clathrine
(Conner and Schmid, 2003). L’interaction de Arc avec ces deux protéines se fait via deux
domaines distincts et entraine sa relocalisation a proximité des vésicules d’endocytose. Dans
les neurones, Arc se localise a proximité des vésicules d’endocytose des récepteurs au
glutamate de type AMPA et favorise leur endocytose par le biais de son interaction avec

I’endophiline et la dynamine (Chowdhury et al., 2006).

Ce lien étroit avec le cytosquelette est a 1’origine de la majorité des fonctions cellulaires de
Arc connues a ce jour. De I’actine a la machinerie d’endocytose, Arc est physiquement
associée a des mécanismes cellulaires importants pour la plasticité neuronale, depuis la

régulation de la structure du neurone jusqu’a la modulation de I’efficacité synaptique.

¢. arc,un IEG du systéeme nerveux central

Les conditions méme de la découverte de Arc constituent le premier argument en faveur de sa
régulation par I’activité neuronale. Initialement identifiée par un criblage de genes induits
dans le cerveau de rats soumis a des chocs €léctroconvulsifs, Arc a immédiatement rejoint la

catégorie des IEG. Bien que présentant certaines spécificités, Arc partage de nombreuses
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caractéristiques avec les geénes de cette famille a commencer par la principale, I’induction
rapide en réponse a des signaux chimiques ou électriques (Link et al., 1995, Lyford et al.,
1995). Des études réalisées dans des modeles in vitro, de culture de cellules PC12, suggerent
fortement que la capacité de Arc a répondre a D’activité est une propriété extrémement
conservée de cette protéine. Dans ces modeles simplifiés, son expression est régulée
rapidement en réponse a des signaux chimiques extracellulaires. L’expression des transcrits
de Arc, quasi-indétectable au niveau basal, est fortement augmentée dés 30 minutes et se
maintient jusqu’a 4 heures apres une stimulation par des facteurs de croissance (NGF, Nerve

growth factor) (Lyford et al., 1995).

L’analyse par hybridation in situ du niveau d’expression des transcrits de Arc dans différents
tissus chez le rat a montré que son expression est trés largement majoritaire dans le cerveau.
En effet, bien que détectable dans le foie, les reins, les muscles ou encore le cceur, son
expression est extrémement faible dans ces tissus périphériques en comparaison au SNC
(Link et al., 1995). Au cours du développement, les transcrits de Arc sont détectables dans le
cerveau a partir du huitiéme jour apres la naissance et atteignent leur maximum d’expression
a 21 jours post-natal. Ce patron d’expression au cours du développement a été montré pour
d’autres IEG et suggere fortement que Arc pourrait étre impliquée dans des phases du
développement dépendantes de I’activité neuronale (Worley et al., 1991). Au sein du SNC,
Arc est trés majoritairement exprimée dans le cerveau antérieur et reste quasiment
indétectable dans la mati¢re blanche. Arc est faiblement exprimée au niveau basal mais
induite trés rapidement en réponse a une modification de 1’activité neuronale (Link et al.,
1995, Lyford et al., 1995). De maniere intéressante, 1’expression basale de Arc est légerement
plus ¢élevée dans le néocortex que dans le reste du cerveau antérieur, suggérant qu’elle est
régulée par ’activité synaptique excitatrice physiologique. Cette expression basale est
fortement diminuée par I’injection systémique du MKS801, un antagoniste des NMDAR.
L’expression constitutive de Arc a ensuite été décrite comme reflétant sa capacité a répondre
a DPactivation des NMDAR par I’expérience dans le cortex. En réponse a une activité
neuronale intense, I’expression de Arc augmente dans le cortex, I’hippocampe et le striatum et
s’étend dans I’amygdale, le noyau réticulé du thalamus ou encore le cortex pyriforme (Link et
al., 1995, Lyford et al., 1995). Les premieres études de Link et de Lyford se sont basées sur
I’application de chocs électro-convulsifs chez le rat qui permet d’induire une activité
neuronale massive dans le cerveau. En réponse a ces stimulations, 1’expression des transcrits

de Arc augmente de manicre considérable dans I’hippocampe dés 30 minutes et se maintient

-54 -



jusqu’a 8 heures. Cette induction est plus transitoire dans le cortex ou 1’expression des
transcrits revient au niveau basal des 4 heures apres stimulation (Figure 15). L’induction des
ARNm Arc est préservée en présence d’un inhibiteur de la synthese protéique, en accord avec

ce qui a été décrit pour d’autres [EG (Link et al., 1995, Wallace et al., 1998).

Figure 15 : Induction de Arc en réponse a des chocs électro-convulsifs

Les ARNm Arc sont détectés par hybridation in situ avec une sonde sens (A) ou anti-sens (B-F)
sur des coupes coronales (A, B, D, E) ou sagittales (C, F) chez des rats soumis a des chocs électro-
convulsifs, 1h (D, E, F) ou 4h (A, B, C) aprés I'application des stimulations. Am : Amygdale, CA1 :
Champs CA1 de I'hippocampe, Cb: Cerebellum, CPu: Caudé Putamen, DG : Gyrus Denté, Pir:
Cortex Pyriforme de ’hippocampe. (Link et al., 1995)

Au niveau cellulaire, I’absence de co-localisation entre Arc et la GFAP (Glial Fibrillary
Acidic Protein) associée a une co-localisation parfaite avec le marqueur neuronal NeuN
démontre une expression strictement neuronale de la protéine (Vazdarjanova et al., 2006). Il
est intéressant de noter que cette expression restreinte aux neurones n’est pas valable pour
d’autres IEG tels que c-fos ou c-jun, et semble spécifique de arc. Dans cette méme étude, les
auteurs ont caractérisé le type neuronal dans lequel Arc est exprimée en induisant son
expression par un protocole d’exploration d’un nouvel environnement. Dans 1’hippocampe et
le cortex, Arc est exprimée majoritairement dans les neurones glutamatergiques et tres
faiblement dans les interneurones GABAergiques alors qu’elle est induite principalement
dans les neurones GABAergiques du striatum. Dans chacune de ces structures, I’expression
de Arc est donc prédominante au sein de la population neuronale majoritaire qui correspond
aux neurones de projection. Dans les neurones excitateurs comme inhibiteurs, Arc est toujours
exprimée dans les cellules positives pour la CAMK II. La localisation cellulaire de Arc est en
accord avec son implication dans la plasticité synaptique et structurelle qui accompagne
I’apprentissage et la mémoire. Au niveau subcellulaire, Arc est trés faiblement exprimée dans

les terminaisons axonales pré-synaptiques. Ell est en revanche fortement exprimée dans les
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dendrites, les densités post-synaptiques et elle est détectable dans le noyau (Irie et al., 2000,

Moga et al., 2004, Rodriguez et al., 2005, Bloomer et al., 2007).

2. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation de

P’expression de Arc

Dans le SNC, Arc est régulée par une grande variété de signaux extracellulaires. Du geéne a la
protéine, son expression est extrémement controlée dans le temps et dans I’espace au sein des
neurones. La régulation de Arc refléte un couplage extrémement efficace entre 1’activité
neuronale et la régulation génique qui lui confére la capacité d’encoder trés finement les

stimulations synaptiques pour contribuer a une réponse neuronale appropriée.

a. Mécanismes de régulation de la transcription

i. Signaux extracellulaires impliqués dans la transcription de arc

Dans les cellules PC12, la dépolarisation membranaire augmente les transcrits de Arc via les
flux de calcium au travers des canaux calciques dépendants du voltage de type L (Waltereit et
al., 2001) (Table 1). Les flux calciques dépendants des NMDAR sont également impliqués
puisque I’injection systémique d’un antagoniste des NMDAR, le MK801, réduit massivement
I’induction des ARNm de Arc dans I’hippocampe et le cortex en réponse a une stimulation
épileptogene (Link et al., 1995, Lyford et al., 1995). Dans les cellules granulaires de
I’hippocampe, 1’induction des ARNm par une stimulation électrique de la voie perforante est

¢galement abolie en présence du MK801 (Steward and Worley, 2001a).

La transmission glutamatergique joue un réle majeur dans la régulation de Arc et les NMDAR
ne sont pas les seuls impliqués. Les AMPAR sont également engagés mais leur effet n’est pas
synergique de celui des NMDAR. Dans des cultures de neurones corticaux, I’application d’un
antagoniste des récepteurs AMPAR potentialise fortement 1’activation transcriptionnelle de
arc induite par ’activité synaptique (Rao et al., 2006). Les NMDAR et AMPAR exercent
ainsi des effets opposés sur la transcription de arc, avec une régulation positive et négative,
respectivement. Le niveau relatif d’expression de chaque récepteur pourrait ainsi étre

déterminant dans I’induction de Arc. Ceci suggere que le niveau d’activation respectif des
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AMPAR et NMDAR, est intégré au niveau des voies de signalisation engagées dans
I’activation transcriptionnelle de arc. L’activation des récepteurs métabotropiques du
glutamate (mGluR) est également impliquée dans la régulation transcriptionnelle de arc. Dans
des cultures de neurones corticaux, 1’application de DHPG (Dihydroxylphenylglycin), un
agoniste des récepteurs mGluR du groupe I, augmente I’expression des transcrits de Arc
(Wang et al., 2009). Cette contribution apparait cependant modeste au niveau transcriptionnel
et nous verrons plus tard que les mGluR jouent un rdle important dans la régulation
traductionnelle de Arc en participant notamment a la synthése rapide et locale de la protéine
(Park et al., 2008, Waung et al., 2008). Dans des neurones d’hippocampe en culture, 1’analyse
par « microarray » des geénes induits par le BDNF a révélé 1’induction de plusieurs IEG dont
c-fos, zif268 et arc des 20 minutes et jusqu’a 3 heures apres la stimulation (Alder et al., 2003).
En utilisant une approche ¢élégante couplant le patch-clamp sur cellule enti¢re et I’analyse des
transcrits par qPCR sur cellule isolée, les auteurs ont pu relier ’intensité de la transmission
synaptique avec le niveau d’expression des ARNm. Ils ont ainsi pu démontrer que 1’activation
transcriptionnelle de arc est linéairement corrélée a ’augmentation de la transmission
synaptique induite par le BDNF suggérant que le taux d’ARNm Arc pourrait coder le niveau
d’activité du neurone. Dans des neurones d’hippocampe, ’activation de son récepteur, TrkB
(Tropomyosin receptor kinase B), par le BDNF induit une augmentation biphasique des
ARNm de Arc a 3 heures et 48 heures apres la stimulation (Yasuda et al., 2007). Chez des rats
adultes, I’expression des ARNm dans les cellules granulaires du gyrus denté augmente dans
les 2 heures suivant une micro-infusion de BDNF localement dans I’hippocampe (Ying et al.,
2002). De maniére intéressante cette régulation semble spécifique de arc puisque 1’expression

de zif-268 n’est pas modifiée.

L’activation transcriptionnelle de arc, est également soumise a la régulation par de nombreux
systémes neuromodulateurs au sein du systéme nerveux central (Table 1). Dans des
neuroblastomes de type SH-SY5Y, les ARNm de Arc sont augmentés en réponse a une
stimulation des récepteurs muscariniques a 1’acétylcholine (Teber et al., 2004). La stimulation
des récepteurs cholinergiques en réponse a I’injection de nicotine augmente I’expression des
transcrits de Arc, in vivo (Schiltz et al., 2005). Les systémes serotoninergiques et
noradrénergiques sont également impliqués dans la régulation de Arc (Pei et al., 2000, Serres
et al., 2012). L’expression des transcrits de Arc est également modulée en réponse a
I’administration de cocaine par un mécanisme impliquant la dopamine (Fosnaugh et al., 1995,

Fumagalli et al., 2009).
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T iption d
Modéle Stimulation ranscription de Référence
Arc
KCl1
1l PC12 altereit et al, 2001
., (ERIUTER IHC Dépolarisation membranaire T Walterett et al,
Lignées
Cellulaires Carbachol
SH-SYSY Agoniste des Récepteurs T Teber, 2004
muscariniques
AMPA ||Rao etal, 2006
YKI 524 ,
Neurones gnt 5. t6f1 A T Rao et al, 2006
Cultures |corticaux DH;g(.; HISteldcs M E
rimaires Wang et al, 2009
P Agoniste des mGIluR T Ang etal,
Nel.lrones BDNF T Alder, 2003
d’hippocampe Yasuda, 2007
Link, 1995
Chocs électroconvulsifs 1 e
Hippocampe Lyford, 1995
BDNF T Ying et al, 2002
Link, 1995
Chocs électroconvulsifs T Lyford, 1995
MKS801 Link, 1995
Antagoniste des NMDAR l Lyford, 1995
Cortex timulation ph: logi .
S mulia onp armacologique 1 Pei. 2000
de la liberation de 5-HT
Cerveau
RX 821002
Antagoniste des récepteurs 1 Serres, 2012
adrénergiques 02
Stimulation pharmacologique .
. . Pei, 2000
de la liberation de 5-HT T !
Striasun RX 821002
Antagoniste des récepteurs ) Serres, 2012
adrénergiques 02

Table 1 : Signaux extracellulaires impliqués dans la régulation transcriptionnelle

de Arc

ii.

Voies de signalisation impliquées dans la transcription de arc

Le large panel de stimuli qui converge vers 1’activation transcriptionnelle de arc suggere que

son promoteur est capable de répondre a I’activation de multiples voies de signalisation. Il
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pourrait ainsi permettre ’intégration de multiples signaux extracellulaires au cours de la

transcription dépendante de I’activité neuronale. (Figure 16).

En 2001, une étude menée par Waltereit et ses collaborateurs apportait les toutes premicres
informations concernant les sites de régulation présents dans le promoteur de arc (Waltereit et
al., 2001). Les auteurs ont identifi¢ deux sites SRE situés a 0,9 et 1,5 kb en amont du site
d’initiation de la transcription de arc. Cependant, ces séquences promotrices présentent une
faible capacité a répondre a des élévations d’AMPc, contrairement a I’ARNm endogéne qui
est fortement induit dans ces mémes conditions. Ceci suggere trés fortement 1’existence

d’autres sites de régulation majeurs a des positions plus distales.

Dans les années qui suivirent, I’avancée considérable des techniques d’analyse du génome et
de biologie moléculaire, contribucrent a une identification plus précise des sites de régulation
de Arc et par 1a, une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires en amont. En 2009,
par I'utilisation de la méthode de clivage des sites hypersensibles par la DNAse I, Pintchovski
et ses collaborateurs identifierent deux sites de régulation situés 6,5 kb et 1,4 Kb en amont du
site d’initiation de la transcription (Pintchovski et al., 2009). L ¢lément le plus distal est un
site. SRE, plus distal que les deux autres précédemment décrits par Waltereit et ses
collaborateurs. Ce site est nécessaire a l’induction de Arc par l’activité synaptique, la
forskoline et le BDNF. L’analyse par immuno-précipitation de la chromatine de cet ¢lément
de régulation a montré qu’il est capable de lier le SRF dans des cultures de neurones
corticaux. L’implication de ce site distal de régulation par le SRF a également été mise en
¢vidence dans des cultures de cellules de Purkinje. Dans ce modéle, le SRF recrute le facteur
MAL, un co-activateur régulé par I’actine (Smith-Hicks et al., 2010). Cette étude a également
révélé D’existence d’un site ZRE (Zeste-like Response Element), qui est requis pour
I’induction de arc mais dont le cofacteur reste inconnu a ce jour. Zeste est un facteur de
transcription chez les invertébrés pour lequel aucun orthologue mammifére n’a été décrit.
Bien qu’il semble impliqué dans la régulation transcriptionnelle de arc, les voies de
signalisation en amont de son activation restent a déterminer. Le geéne arc est également une
cible du facteur de transcription MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) (Flavell et al., 2006). Si
ce site SRE distal semble jouer un réle majeur, I’identification d’autres sites de régulation a
ses abords a apporté de nouvelles perspectives quant a la régulation transcriptionnelle de arc.
Les travaux de Kawashima et ses collaborateurs ont révélé 1’existence d’un site unique de
régulation dans le promoteur de arc qui consiste en un regroupement de plusieurs sites de

fixation pour des facteurs de transcription régulés par I’activité. Ce site de 100 paires de bases
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situé¢ 7 kb en amont du site d’initiation de la transcription de arc a été baptis¢ SARE pour
Synaptic Activity Response Element en raison de sa trés haute capacité a répondre a 1’activité
synaptique (Kawashima et al., 2009). Cet élément comprend le site SRE distal précédemment
identifi¢, un site CRE de fixation pour CREB ainsi qu’un site de fixation pour MEF2. La
fixation concomitante des trois facteurs est requise pour la réponse optimale du SARE a
I’activité neuronale suggérant fortement une coopération entre ces différents facteurs. Son
activation est dépendante de 1’activation des voies CAMK et MAPK de type ERK. Ce site
apparait comme un intégrateur de différentes voies de signalisation activées en réponse a une
activité synaptique et il permettrait d’expliquer la trés forte capacité du promoteur de arc a
répondre a des changements d’activit¢ du neurone. L’efficacit¢ de la réponse
transcriptionnelle de arc repose également sur un mécanisme extrémement rapide de
recrutement de la polymérase au niveau du promoteur. Pour certains génes dits « rapides », la
machinerie transcriptionnelle est déja positionnée en aval du site d’initiation de la
transcription permettant une activation transcriptionnelle la plus rapide possible en réponse a

’activité neuronale (Saha et al., 2011).

Le couplage entre I’activité synaptique et ’initiation de la transcription est dépendant de
cascades de signalisation intracellulaires aboutissant a 1’activation des sites régulateurs de la
transcription présents au niveau du promoteur de arc. A la convergence de nombreuses voies
de signalisation régulées par I’activité, la voie ERK semble jouer un rdle clé dans 1’activation
transcriptionnelle de arc (Figure 16). La premic¢re démonstration d’une implication de la voie
ERK provient d’une étude menée en 2001 dans un modele in vitro d’induction de Arc par
I’AMPc (Waltereit et al., 2001). Dans des cellules PC12, I’expression des transcrits de Arc est
augmentée suite a ’application de forskoline, un activateur de 1’adénylate cyclase, capable de
stimuler la production d’AMPc. Cette induction également retrouvée dans des neurones
d’hippocampe en culture est dépendante de 1’activation de la PKA en aval de ’AMPc mais
semble indépendante de 1’activation du facteur de transcription CREB lui-méme ciblé par la
PKA. En revanche, I’application d’un inhibiteur de ERK abolit I’effet de la forskoline sur
I’expression des ARNm de Arc démontrant ainsi le recrutement des ERK en aval de la PKA.
De manicre intéressante, I’induction de Arc par I’AMPc n’est pas reproduite dans d’autres
types cellulaires exprimant faiblement B-raf, qui est nécessaire a I’activation des ERK par la
PKA. Ceci suggere fortement qu’il existe une voie de régulation spécifiquement neuronale de
I’expression de Arc qui recruterait préférentiellement le maillon PKA/B-Raf/ERK. Si le
maillon PKA/CREB ne semble pas engagé dans ce modele, cela n’exclut pas que CREB soit
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impliqué en aval de ERK au travers notamment de la kinase MSK1 (Mitogen- and stress-
activated protein kinase-1). La kinase MSK1 est une cible nucléaire de ERK qui régule
I’expression génique au travers notamment de la phosphorylation du facteur de transcription
CREB. Elle régule également le niveau de phosphorylation des histones H3 qui contribue a la
relaxation de la chromatine au cours de [’activation de la transcription. En accord avec
I’implication de cette kinase, 1’induction de Arc par le BDNF est trés fortement diminuée dans
un modele murin d’inactivation génétique de MSK 1 de type « Kinase-Dead » (Correa et al.,
2012). Egalement en faveur d’une implication de la voie ERK, I’inhibition du facteur de
transcription Elk-1, une cible nucléaire de ERK, diminue I’induction des transcrits de Arc en
réponse a la cocaine (Besnard et al., 2011). Elk-1 est un cofacteur du SRF impliqué dans
I’activation de la transcription dépendante des sites SRE. La voie ERK pourrait ainsi contrdler
la transcription de arc au niveau de différents sites de régulation via ses multiples cibles
nucléaires. L action convergente de plusieurs facteurs en aval de cette voie pourrait contribuer
a une activation rapide et importante de la transcription de arc nécessaire au couplage efficace
entre I’activité synaptique et I’expression génique. L’implication directe des voies ERK dans
I’induction de Arc par le BDNF a été démontrée in vivo et in vitro. Dans des neurones
corticaux en culture, 1’application, du U0126, un inhibiteur de ERK réduit massivement
I’induction des transcrits de Arc par le BDNF (Yasuda et al., 2007). Dans I"hippocampe,
I’induction d’une LTP par micro-infusion de BDNF dans I’hippocampe dépend de I’activation
de la voie ERK. L’inhibition pharmacologique de ERK localement dans I’hippocampe abolit
I’induction des ARNm de Arc observée en réponse a I’application de BDNF (Yin et al., 2002,
Ying et al., 2002). Ces résultats montrent que 1’implication de ERK dans I’induction de Arc

est également retrouvée in vivo dans des protocoles d’induction de la plasticité.
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Figure 16 : Voies de signalisations impliquées dans I'activation transcriptionnelle

de Arc

Représentation schématique du promoteur de arc et des différentes séquences de régulation en
amont de la séquence codante de arc. L’expression de Arc est induite par des cascades de
signalisation qui régulent des facteurs de transcription tels que Elk-1 et CREB, impliqués dans
'activation transcriptionnelle de Arc. (Bramham et al., 2010).

b. Mécanismes de régulation des ARNm

Des 1995, les premieres études de ’expression des transcrits de Arc par hybridation in situ,
révélerent une propriété étonnante de ’ARNm de Arc, a savoir sa localisation dendritique
(Link et al., 1995, Lyford et al., 1995). En effet ce type de régulation était tout a fait inattendu
de la part d’un IEG et arc reste a ce jour le seul géne de cette famille dont les ARNm sont

rapidement transportés vers les dendrites.

i. Controle spatial de I'’expression des ARNm

De la méme maniére que pour sa synthése, le transport dendritique de ’ARNm de Arc est
rapide et dépend de D’activité neuronale. La premiére démonstration par Lyford et ses
collaborateurs a révélé qu’il s’accumule dans les dendrites des cellules granulaires de
I’hippocampe dans les 15 minutes suivant ’application de chocs électro-convulsifs (Lyford et

al., 1995, Wallace et al., 1998) (Figure 17). Ce phénomene est indépendant de la synthése

-62 -



protéique et semble donc lié a la présence de séquences spécifiques dans I’ARNm lui-méme
et non pas dans les protéines néo-synthétisées avec lesquelles il pourrait étre transporté
(Wallace et al., 1998). Les ARNm de Arc sont relocalisés vers les dendrites dans des délais
relativement courts en réponse a I’activité synaptique suggérant fortement que leur adressage
dépend de mécanismes de transport actif. La rapidité¢ de leur déplacement, estimée a 65 pm /
min (Dynes and Steward, 2007) ainsi que leur association a des moteurs moléculaires de type

Kinésine (Kanai et al., 2004) sont également en faveur d’un transport actif.

La régulation du transport des ARNm dépend de séquences de régulation situées dans leurs
portions non codantes et qui permettent la fixation de protéines impliquées dans leur
adressage. La région 3’ non codante (3’'UTR) de I’ARNm de Arc contient deux €léments de
régulation de type cis-acting DTE qui ont ét¢é montrés comme étant nécessaires a la
localisation dendritique d’'un ARNm rapporteur in vitro dans des neurones d’hippocampe
(Kobayashi et al., 2005). En légere contradiction avec ces données, dans un modele de micro-
injection d’ARNSs fluorescents directement dans le cytoplasme de neurones d’hippocampe, la
suppression de la région 3’ non codante n’altére pas 1’adressage dendritique des ARNm de
Arc (Gao et al., 2008). Ces travaux ont conduit a I’identification d’un autre site de régulation
situé¢ cette fois, au sein méme de la séquence codante de arc. Il s’agit d’une séquence de 11
nucléotides appelée A2 response element (A2RE) qui permet la fixation de protéines de type
heterogenous nuclear ribo nucleoprotein (hnRNP) A2. Dans les neurones d’hippocampe, cette
séquence est requise pour le transport dendritique de I’ARNm de Arc mais aussi de 1’a-
CAMK II. Ces deux ARNm transitent dans les mémes granules de transport suggérant qu’ils
pourraient faire 1’objet d’une co-régulation (Gao et al., 2008). Concernant la discordance des
données quant a ’implication de la région 3’UTR, les auteurs émettent 1’hypothese qu’elle
serait impliquée dans le transport basal des ARNm alors que la région A2RE serait impliquée
dans un transport dépendant de 1’activité. En effet, il a été montré que le site A2RE peut étre
ciblé par le CArG box binding factor A (CBF-A) qui contrdle la localisation de Arc et de la
CAMK Ila via un mécanisme régulé par les AMPAR et NMDAR (Raju et al., 2011).

Les messagers destinés a étre transportés sont empaquetés dans des granules de transport
formées d’un complexe de protéines associées aux ARNm. Il existe différents types de
granules de transport mais la majorité du transport de messagers vers les dendrites se fait via
des granules de type Ribo-Nucleoproteins Particle (RNPs) (Figure 17). La séquestration dans
ces granules, leur assure notamment de ne pas étre pris en charge précocement par la

machinerie traductionnelle. Parmi les protéines associées aux ARNm, on retrouve notamment
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des moteurs moléculaires permettant le transport du noyau vers les prolongements
dendritiques mais également des protéines de la machinerie traductionnelle ainsi que des
protéines impliquées dans la stabilité des ARNm (Bramham and Wells, 2007, Buxbaum et al.,
2015). Les granules contenant I’ARNm de Arc sont transportées par des moteurs moléculaires
de type kinésine, au travers de ’interaction avec KIF5, la chaine lourde de la kinésine (Kanai
et al., 2004). Ces granules de transport contiennent notamment les protéines Fragile-X mental
retardation protein (FMRP) et Pur-a qui sont impliquées dans I’inhibition de la traduction au
cours de I’adressage dendritique des ARNm (Zalfa et al., 2003, Kanai et al., 2004). La
protéine FMRP régule le transport, la stabilisation et la traduction d’un grand nombre
d’ARNm dont une majorité est associ¢ a des fonctions synaptiques (Darnell et al., 2011).
Cette protéine joue un role clé dans la régulation de la plasticité synaptique et structurale, et
’altération de ses fonctions est a I’origine d’importants déficits cognitifs (Bhakar et al.,
2012). L’absence ou la mutation de FMRP sont associées au syndrome de I’X fragile
caractéris¢ par un retard mental et des comportements autistiques et représentant 1’une des
causes les plus fréquentes de retard mental héréditaire. Dans les dendrites, FMRP régule la
traduction des ARNm auxquels elle est associée et nous verrons plus tard qu’elle joue un rdle
important dans le contrdle de la traduction locale de Arc (Zalfa et al., 2003, Darnell et al.,
2011). Au sein des granules de transport, FMRP joue également un rdéle de protéine
adaptatrice dans I’interaction avec les moteurs moléculaires impliqués dans le transport

dendritique des messagers (Dictenberg et al., 2008).

ii. Role de I'activité dans I'adressage dendritique

L’activité synaptique occupe également une place centrale dans 1’adressage de ses ARNm. Si
I’expression des messagers est augmentée de maniere large dans les dendrites en réponse a
des stimulations neuronales massives, elle est plus restreinte dans le cas d’activations
synaptiques locales. Au travers d’une série d’expériences élégantes, le groupe de Paul Worley
a montré que 1’adressage de ’ARNm de Arc se fait spécifiquement vers des portions
dendritiques qui ont été récemment activées (Steward et al., 1998). Cette étude est basée sur
un protocole de stimulation a haute fréquence, capable d’induire une LTP au niveau des
synapses de la voie perforante, formées entre les projections du cortex entorhinal et les
cellules granulaires du gyrus denté de I’hippocampe. L’organisation topographique des
projections enthorinales se faisant par gradient le long des dendrites des cellules granulaires, il

est possible d’activer spécifiquement une bande de synapses de la couche granulaire
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contenant ces dendrites en activant sélectivement certaines régions du cortex entorhinal. Les
auteurs ont ainsi pu démontrer qu’une stimulation du cortex entorhinal médian qui active
spécifiquement la couche moléculaire moyenne induit une augmentation des ARNm de Arc
localement dans cette zone. Cette accumulation survient 1 heure aprés la stimulation et est
précédée d’une forte induction des transcrits dans le soma des cellules granulaires dés 30
minutes. Cette étude qui offrait la premiere démonstration d’un adressage spécifique des
transcrits néo-synthétisés de Arc vers des synapses activées ouvrit la voie vers de nombreuses
questions et hypothéses autour d’un role local de Arc au niveau des dendrites dans
I’établissement d’une plasticité neuronale a long terme induite par 1’activité. Quelques années
plus tard, des travaux issus a nouveau du groupe de Paul Worley, ont montré que cet
adressage dendritique dépend de D’activation des NMDAR dans ce méme modele (Steward
and Worley, 2001a). La séquence d’événements cellulaires reliant I’activation des NMDAR a
I’adressage dendritique des ARNm de Arc reste partiellement comprise mais semble dépendre
notamment du réseau d’actine dendritique ainsi que de I’activation des voies ERK. Les
stimulations a haute fréquence induisant une relocalisation des transcrits de Arc ont également
pour conséquence d’augmenter la polymérisation de I’actine au niveau dendritique et ce, sous
la dépendance de ’activation des NMDAR (Fukazawa et al., 2003). Au niveau des dendrites
de la couche granulaire du DG, cette densification du réseau d’actine est nécessaire a
I’adressage de ’ARNm de Arc vers les synapses activées (Huang et al., 2007). Ce mécanisme
dépend de Dactivation locale des NMDAR et de la kinase Rho impliquée dans la
polymérisation de I’actine. Ces données sont en accord avec le lien étroit que Arc entretient
avec les partenaires du cytosquelette. Nous verrons plus loin que la protéine Arc est elle-
méme impliquée localement dans la polymérisation de 1’actine suggérant son implication dans
des boucles positives de régulation de I’actine au cours de 1’établissement de la plasticité. Les
travaux de Huang et ses collaborateurs ont également montré que 1’activation locale de ERK

est requise pour I’adressage des messagers de Arc vers les dendrites.
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Figure 17 : Régulation du transport de 'ARNm de Arc

L’ARNm néotranscrit est pris en charge par des granules de transport via des sites de régulation
présents dans sa séquence. L’adressage dendritique des ARNm est assuré par le réseau de
microtubules et leur stabilisation dans ce compartiment dépend du cytosquelette de F-actine.
Suite a leur transcription, les ARNm sont dégradés via le mécanisme de NMD. A2RE: A2
Response Element; DTE: Dendritic targeting Element; UTR: Untranslated Region; IRES:
Internal Ribosome Entry Site.

iil. Controle temporel de I'’expression des ARNm

Au vu de I’ensemble de ces données, il apparait clairement que 1’activité neuronale joue un
role central dans le controle spatio-temporel de 1’expression de Arc notamment via la
régulation rapide de son activation transcriptionnelle ainsi que de son adressage spécifique
vers le compartiment dendritique. Un autre éveénement clé dans la délimitation spatiale et
temporelle de I’expression de Arc au sein du neurone consiste en la régulation de la stabilité
de ses ARNm. Dans leur étude publiée en 2001, Steward & Worley avaient émis I’hypothése
que la dégradation régulée des ARNm puisse étre impliquée, au moins en partie, dans la
restriction spatiale de 1I’expression des ARNm qu’ils observaient. En effet, leur accumulation
dans certaines portions dendritiques semblait se faire au détriment des régions alentours
suggérant fortement qu’un mécanisme de dégradation avait réprimé 1’expansion des

messagers (Steward and Worley, 2001a).

Dans les neurones, le controle cytoplasmique de 1’expression génique occupe une place
centrale, en raison notamment de la trés grande asymétrie fonctionnelle associée a la mise en
place de la plasticité synaptique dans des compartiments spécifiques de ces cellules. Si la

régulation de ’adressage des ARNm est une étape clé, il apparait que la régulation de leur
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stabilité est tout aussi importante dans la définition des fenétres spatiales et temporelles de
leur traduction. En 2007, une étude publiée par Giorgi et ses collaborateurs démontre qu’un
mécanisme de dégradation des ARNm, appelé nonsense mediated decay (NMD) joue un rdle
clé dans la régulation de I’efficacité synaptique et de 1’expression de Arc (Giorgi et al., 2007)
(Figure 18). Le NMD est un mécanisme impliqué dans 1’¢limination d’ARNm aberrants ou
tronqués identifiés par la présence de codons STOP prématurés situés a proximité et en amont
d’un site d’épissage (Chang et al., 2007). Au cours de 1’épissage des pré-ARNm, un complexe
de protéines appelées exon junction complex (Piechota et al.) est déposé au niveau de chaque
site d’épissage. Au cours de la traduction, I’arrivée du ribosome au niveau d’un codon STOP
entraine le recrutement d’une protéine clé du NMD, le facteur UPF1, qui se lie au complexe
EJC entrainant ainsi la dégradation de ’ARNm. Ce mécanisme n’est cependant pas limité a
un contrdle de qualité et certains messagers dits normaux, comme c’est le cas pour Arc, sont
des cibles naturelles du NMD (Giorgi et al., 2007, Peebles and Finkbeiner, 2007). La présence
de deux introns dans la région 3’ non codante de arc aboutit a la formation d’un complexe
EJC en aval du codon STOP, suffisamment proche de ce codon pour étre détecté par le facteur
UFP1 en fin de traduction. Dans cette étude, les auteurs montrent que I’ARNm de Arc co-
localise avec le facteur EI4AIll, une protéine clé¢ de la voie NMD. Dans des cultures de
neurones corticaux, la perte d’expression d’EI4AIll, aboutit a une augmentation de
I’expression des ARNm et de la protéine Arc sans altérer la distribution subcellulaire de la
protéine. Ces données suggerent que le NMD ne serait pas impliquée dans 1’adressage
dendritique des messagers mais plutdt dans la restriction temporelle de 1’expression de la
protéine. Ce mécanisme permet une dégradation rapide de I’ARNm apres son premier cycle
de traduction et limite ainsi le nombre de protéines produites a partir d’un méme messager. Ce
phénomeéne est particulierement intéressant dans le cas de Arc car il permettrait une restriction
temporelle trés fine de I’expression protéique résultant en une bouffée d’expression de Arc
efficacement corrélée a I’activité synaptique. Au vu de I’intensit¢é de [D’activation
transcriptionnelle de arc, ce mécanisme semble crucial pour assurer un couplage cohérent
entre la durée de 1’activité synaptique et la production de la protéine qui en résulte. De plus,
ceci est en accord avec la rapidité avec laquelle Arc revient vers son niveau d’expression

basal suite a son induction par 1’activité synaptique.
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Figure 18 : Dégradation de ’ARNm de Arc par la voie du NMD

L’ARNm vierge (non traduit) de Arc est stable et peut s’accumuler dans les dendrites. A la fin du
premier cycle de traduction, la proximité entre le ribosome et les deux jonctions exoniques, E]C,
situées dans la partie 3’-UTR conduit a 'activation de la voie du NMD et a la dégradation rapide
des messagers. Ce mécanisme contribuerait a limiter la traduction de chaque ARNm afin de ne
produire qu'une copie de la protéine pour chacun d’entre eux. EJC: Exon Junction Complex ;
NMD : Nonsense Mediated Decay (Bramham, 2008)

¢. Mécanismes de régulation de I’expression de la protéine

De la méme manicre que ’activité neuronale est centrale dans I’activation transcriptionnelle
de arc, elle joue également un réle clé dans la régulation de sa traduction. Les récepteurs et
les voies de signalisation impliqués sont largement partagés par ces deux mécanismes de
régulation suggérant qu’elles sont hautement synchronisées en faveur d’une augmentation

rapide et intense de I’expression de Arc.

i. Régulation de la synthese protéique

Des données obtenues, in vitro, dans des cultures de neurones d’hippocampes, ont montré que
I’expression protéique de Arc est augmentée en réponse a la stimulation des NMDAR ainsi
que des récepteurs couplés aux protéines Gs (Bloomer et al., 2007). Dans ce mod¢le,
I’expression de la protéine Arc est augmentée 4h aprés une stimulation par le NMDA ainsi
que par I’application d’un agoniste des récepteurs dopaminergique de type D1/D5. L’effet de
ces deux composés est aboli en présence d’un inhibiteur de la PKA et la forskoline suffit en
elle-méme & augmenter 1’expression de la protéine. Ces données indiquent que la régulation

de Arc par les NMDAR au glutamate et D1/D5 a la dopamine, se fait sous la dépendance de
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I’activation de la PKA. La stimulation simultanée des deux récepteurs a un effet additif sur
I’induction de Arc suggérant fortement que ces deux voies convergent vers 1’activation de la
PKA. Nous verrons ensuite que d’autres interactions existent entre les systémes
dopaminergiques et glutamatergiques et pourraient participer a une potentation de
I’expression de Arc dans le cas d’une stimulation concomitante. Cette méme étude montre
que I’expression de Arc est augmentée en réponse a une stimulation par 1’isoproterenol, un
agoniste des récepteurs de type B-adrénergiques démontrant I’implication d’un autre systéme
neuromodulateur que la dopamine (Bloomer et al., 2007). Cette implication du systéme
adrénergique a également été mise en évidence, in vivo au travers d’infusions locales d’un
agoniste B-adrénergique dans le complexe basolatéral de I’amygdale (BLA) (Mclntyre et al.,
2005). L’activation du systeme adrénergique dans la BLA est impliquée dans la modulation
des processus de mémorisation et de consolidation de la mémoire dans les régions cibles de
I’amygdale et notamment I’hippocampe. La stimulation des récepteurs adrénergiques,
localement dans la BLA, induit une augmentation d’expression de la protéine Arc dans
I’hippocampe. Cette induction protéique ne s’accompagne pas d’une augmentation des
ARNm suggérant que le systeme adrénergique régule spécifiquement I’expression de Arc au

niveau post-transcriptionnel.

En aval des récepteurs membranaires, 1’activation de voies de signalisation convergeant vers
des partenaires de la machinerie traductionnelle va permettre un couplage entre I’activité
synaptique et les modifications de I’efficacité de la traduction. La syntheése protéique est
principalement régulée au niveau de I’initiation de la traduction qui en est son étape limitante.
Cette étape repose sur la coopération de nombreux facteurs de traduction dont 1’activité est
principalement régulée par des changements de niveau de phosphorylation. Un des acteurs clé
de ce processus est le facteur d’initiation de la traduction eukaryotic initiation factor 4E

(eIF4E) dont la phosphorylation (P-Ser*”

) est généralement associée a une augmentation du
taux de traduction CAP-dépendante de certains ARNm (Richter and Sonenberg, 2005). Ce
mécanisme d’initiation est notamment régulé par ERK via Mnk1 qui phosphoryle elF4E en
réponse a ’activation de la voie ERK (Ueda et al., 2004b). La voie mTORCI1 joue également
un réle important. La phosphorylation par mTORC1 de la elF4E-binding protein (4EBP), une
protéine associée a elF4E aboutit a sa libération et facilite I’initiation de la traduction. Les
voies ERK et mTORC, interviennent ainsi de fagon synergique dans la régulation positive de

la traduction en réponse a des changements d’activité¢ neuronale. Une étude menée par le

groupe de Clive Bramham a montré que ERK, au travers de ce mécanisme de régulation de la
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traduction, joue un réle majeur dans 1’induction de Arc dans les processus de consolidation de
la LTP dans I’hippocampe (Panja et al., 2009). Dans ce mode¢le in vivo, I’induction de Arc par
la LTP dépend de l’activation de la voie ERK ainsi que de la phosphorylation d’elF4E au
travers de la kinase Mnk1. En revanche, I’expression de Arc n’est pas affectée par 1’inhibition
de mTORCI suggérant que la contribution de cette voie de régulation est minoritaire dans ce
contexte. Cette ¢tude démontre que la voie ERK participe a la régulation de 1’expression de
Arc a plusieurs niveaux, de I’activation transcriptionnelle a la facilitation de sa traduction. En
coordonnant ainsi ces différents événements cellulaires, ERK pourrait jouer un role clé
d’intégrateur et contribuer a la rapidité et I’amplitude notables de I’induction de Arc par

[’activité neuronale.

Un autre facteur de régulation de la traduction impliqué dans la régulation de I’expression de
Arc est le facteur d’¢élongation eukaryotic elongation factor-2 (eEF2). La phosphorylation de
ce facteur est augmentée en réponse a une stimulation par les mGluR, via I’activation de sa
kinase, eEF2K. Ceci est associ¢ a une inhibition de la phase d’élongation et donc a une
diminution globale de la traduction. Cependant dans des modéles de LTP ou LTD (Long-
Term Depression) dépendantes de la synthése protéique, la phosphorylation d’eEF2 est
augmentée et semble favoriser la traduction de certaines sous-populations d’ARNm
impliquées dans la consolidation de la plasticité dont Arc (Scheetz and Constantine-Paton,
1994). Dans des neurones d’hippocampe, I’induction d’une LTD par stimulation des mGIluR
aboutit & une augmentation de 1’expression de Arc extrémement rapide, dés 2 a 5 minutes
apres I’application de la stimulation (Park et al., 2008, Waung et al., 2008) qui dépend de la
phosphorylation d’eEF2 induite par la stimulation des mGIuR (Park et al., 2008). Ce
mécanisme implique également FMRP puisque I’augmentation rapide de Arc n’est pas
détectée dans des neurones KO pour cette protéine. Dans ce modele, le défaut d’induction de
Arc semble di au fait qu’elle est trés fortement exprimée de manicre constitutive. En effet,
FMRP régule négativement a traduction de nombreux ARNm, dont Arc, et son absence

conduit a une levée de répression sur la traduction de Arc (Zalfa et al., 2003).

ii. Régulation spatio-temporelle de I’expression protéique

L’ensemble de ces voies de régulation traductionnelles est hautement controlé par I’activité
neuronale et contribue également a une régulation temporelle extrémement fine de I’induction

de Arc. Du point de vue de la régulation spatiale de I’expression de Arc, la localisation
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dendritique des ARNm suggére tres fortement que la protéine Arc est synthétisée localement
dans le compartiment dendritique (Link et al., 1995, Lyford et al., 1995, Steward and Worley,
2001a). In vivo, la protéine s’accumule spécifiquement dans les dendrites récemment activées
des cellules granulaires de 1’hippocampe aprés 1’induction d’une LTP au niveau de la voie
perforante (Moga et al., 2004). La détection de Arc en microscopie é€lectronique révele la
présence de la protéine dans les épines dendritiques ou son expression est spécifiquement
augmentée dans les régions récemment activées. Les méthodes biochimiques de
fractionnement subcellulaire ont également contribué¢ a démontrer la localisation dendritique
et synaptique de Arc. L’utilisation de méthodes d’incorporation de méthionine radio-marquée
(**S-Meth) dans des synaptoneurosomes a montré qu’il est possible d’activer localement la
synthése de Arc (Yin et al., 2002, Dong et al., 2003). Dans les mode¢les de stimulation par des
agonistes des mGIuR, la détection de Arc dans les dendrites dans des délais extrémement
courts, de 2 & 5 minutes, suggere trés fortement qu’elle est traduite localement dans ces
régions au détriment d’un transport depuis le soma qui nécessiterait plus de temps (Park et al.,
2008, Waung et al., 2008). Il est intéressant de noter que ces inductions extrémement rapides
de Arc ne s’accompagnent pas d’augmentations des ARNm et semblent donc se faire a partir

de pools d’ARNm préexistants présents dans les dendrites.

Suite a I’induction de Arc, le contrle de sa fenétre d’expression repose notamment sur les
mécanismes impliqués dans la dégradation des protéines. Dans des cultures de neurones
d’hippocampe, 1’induction de Arc par le BDNF est potentialisée en présence d’un inhibiteur
du protéasome (Rao et al., 2006). Il est proposé que Arc est une cible du protéasome et qu’elle
y est adressée via la séquence PEST présente dans sa partie C-terminale. Arc contient
¢galement une séquence de liaison a la protéine E3 Ube3A (Greer et al., 2010). Cette enzyme
est impliquée dans la dégradation dépendante du protéasome au travers de 1’ubiquitinylation
des protéines qui promeut leur adressage vers le protéasome. L’expression d’Ube3A est
augmentée en réponse a l’activité neuronale avec un délai par rapport a la fenétre
d’expression de Arc. La liaison d’Ube3A a Arc et son ubiquitinylation subséquente favorise
sa dégradation dans les heures qui suivent I’activation neuronale. Ces résultats sont,
cependant, en partie remis en question par deux études plus récentes dans lesquelles
I’interaction de Arc avec Ube3A ainsi que son ubiquitinylation par cette derniere ne sont pas
retrouvées (Kuhnle et al., 2013, Mabb et al., 2014). Les travaux de Mabb et ses collaborateurs
proposent un autre mécanisme de régulation des taux synaptiques de Arc par le protéasome

par I’intermédiaire de la protéine RING Domain ubiquitin-ligase Triad3A/RNF216. Dans des
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neurones corticaux, 1’ubiquitinylation de Arc est augmentée en réponse a une activation
neuronale. Cette ubiquitinylation dépend de la ligase Triad3A qui se lie directement a Arc et

favorise ainsi sa dégradation (Mabb et al., 2014).

Du géne a la protéine, 1’expression de Arc est treés finement régulée au sein des neurones. La
cinétique précise de la transcription et de la traduction de Arc différe en fonction des
récepteurs et voies de signalisations engagées. Ceci joue un role important pour le rdle joué
par Arc dans différents types de plasticités (Bramham and Wells, 2007, Korb and Finkbeiner,
2011).

3. Arc, de exploration a ’apprentissage

Depuis la premiere description en 1995 de ce gene induit par ’activité neuronale, de
nombreux travaux se sont attachés a étudier la régulation de Arc dans le contexte d’une tache
comportementale. Si I’expression de Arc est augmentée largement dans le cerveau en réponse
a une activation massive et synchrone des neurones pendant les crises d’épilepsie, elle est
¢également régulée de maniere plus locale et spécifique en réponse a I’activité synaptique dans
une grande variété de paradigmes comportementaux. Du fait de sa régulation spatio-
temporelle particulierement fine, ’expression de Arc s’est avérée étre un marqueur
extrémement fiable de I’activité neuronale. De maniére plus large, I’expression de Arc semble
contribuer au couplage entre 1’activit¢ synaptique d’une région et le traitement de
I’information au sein d’une population neuronale activée. L’induction de Arc n’apparait pas
comme le simple reflet de I’exécution d’une tadche mais survient spécifiquement dans des
phases du comportement et des régions cérébrales engagés dans les processus d’apprentissage

et de mémorisation.

a. Arc, un marqueur de activité neuronale

La premiere démonstration d’un lien spécifique entre I’induction de Arc et ’activité d’un
réseau neuronal dans une tadche comportementale a été apportée par le groupe de Paul Worley
(Guzowski et al., 1999). Dans cette étude, 1’expression de I’ARNm de Arc est utilisée comme
marqueur d’activité d’une population de neurones et permet d’analyser I’activité de ce réseau

au cours d’une tache comportementale. Cette nouvelle approche basée sur la détection des
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ARNmMm par hybridation in situ a été baptisée catFISH pour cellular compartment analysis of
temporal activity by fluorescent in situ hybridization (Guzowski et al., 2001). Le catFISH
s’appuie sur le déplacement des ARNm au cours des différentes étapes depuis leur synthese
dans le noyau jusqu’a leur transport vers le cytoplasme. Suite a 1’exploration d’un nouvel
environnement, les pré-ARNm de Arc apparaissent dans le noyau dés 2 minutes, puis, ce
marquage nucléaire disparait aprés 20 minutes au profit d’un marquage cytoplasmique da a
I’export des ARNm vers le cytoplasme. Ainsi, I’accumulation cytoplasmique ou nucléaire des
ARNm de Arc a un temps donné aprés une tadche comportementale permet de retracer
I’activation d’un neurone ou d’une population de neurones au cours de cette tache. Si cette
approche ne fournit pas une information en temps réel, elle apporte toutefois des informations

spatiales et temporelles sur I’activité d’un réseau.

Au travers de cette technique, Guzowski et ses collaborateurs ont pu comparer la réponse
d’une population neuronale aprés deux sessions d’exploration successives, soit du méme
environnement, soit de deux environnements différents et déterminer si un méme neurone
¢tait activé deux fois par un méme environnement. Dans la région CA1 de I’hippocampe, les
explorations consécutives du méme environnement activent des populations de neurones
quasiment identiques. En revanche, I’exploration de deux environnements différents active
des neurones différents, trés peu de neurones étant activés par les deux environnements
différents. (Guzowski et al., 1999) Il est important de noter que la qualité de la résolution
temporelle de cette approche est notamment due a certaines spécificités de ’ARNm de Arc.
En effet, son transport rapide vers les dendrites et sa demi-vie relativement courte sont en
faveur d’un bruit de fond extrémement faible et d’une distinction efficace des différentes
populations d’ARNm. Ces données suggerent trés fortement que I’induction de Arc est liée a
une activité neuronale associée au traitement d’une information spécifique et n’est pas
simplement induite en réponse au stress ou a la réalisation de la tiche comportementale
(Guzowski et al., 2004, Guzowski et al., 2005). Dans 1’hippocampe et le cortex, I’exploration
d’un nouvel environnement active arc au sein des mémes neurones qu’un autre IEG,
homerlA, également impliqué dans la plasticité synaptique. Arc serait ainsi engagée dans un
programme cellulaire spécifiquement activé par la nouveauté et pourrait agir en synergie avec

d’autres protéines dans la réponse neuronale (Vazdarjanova et al., 2002).

Le couplage entre 1’activation transcriptionnelle de arc et I’activité électro-physiologique des
cellules n’est pas statique mais extrémement plastique et fortement influencé par 1’historique

du neurone (Guzowski et al.,, 2001). En effet, une décharge neuronale récente peut
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spécifiquement inhiber 1’activation subséquente de Arc, a I’inverse d’une décharge neuronale
plus ancienne. Ce couplage électro-transcriptionnel est proposé comme une forme de méta-
plasticité¢ permettant de réguler la capacité du systtme a modifier ses synapses en limitant

I’expression de génes impliqués dans la plasticité.

b. Arc et ’apprentissage

L’expression de Arc est augmentée dans différentes taches comportementales
d’apprentissage. (Erreur ! Source du renvoi introuvable.) Une étude menée chez la souris a
ontré que 1’apprentissage en lui-méme induit une augmentation des ARNm Arc dans certaines
aires corticales, I’hippocampe et ’amygdale (Montag-Sallaz and Montag, 2003). Cette étude
est basée sur un paradigme d’apprentissage en un seul essai dans lequel les souris apprennent
a fuir un environnement aversif lumineux en entrant dans un compartiment sombre. Les
animaux exposé¢s deux fois a ce protocole présentent une latence d’entrée dans le
compartiment sombre qui est inférieure a celle des animaux exposés une seule fois a la tache.
L’expression des ARNm Arc est spécifiquement augmentée chez les animaux ayant été
soumis deux fois au test, suggérant fortement que Arc est engagée dans le processus
d’apprentissage en comparaison a 1’exploration simple. En accord avec ces données,
I’induction de Arc tend a diminuer chez des animaux surentrainés pour une tache qui ont déja
acquis I’apprentissage (Kelly and Deadwyler, 2002). En effet, dans un apprentissage opérant
de pression d’un levier, les ARNm Arc sont plus fortement augmentés dans 1’hippocampe et
le cortex des animaux qui ont nouvellement appris la tiche que chez les animaux déja
entrainés. De plus, 1’expression de Arc est supérieure chez les animaux qui apprennent
lentement que ceux qui acquierent rapidement des capacités correctes pour la tache. De la
méme maniere, lors d’une tiche d’apprentissage spatial dans la piscine de Morris, les ARNm
de Arc sont induits dans I’hippocampe de maniere plus importante chez les animaux
présentant de meilleures performances (Guzowski et al., 2001). Cette induction spécifique
dans les phases précoces de I’apprentissage suggere que Arc est préférentiellement impliquée
I’acquisition d’un nouveau comportement. Le décours de I’induction des messagers ainsi que
leur persistance varie entre les différentes régions cérébrales activées (Kelly and Deadwyler,
2003). Ces dynamiques d’activation variables au sein des différentes régions pourraient
refléter la contribution de ces structures dans [’acquisition et la consolidation de

I’apprentissage. Les travaux de Kelly et Deadwyler ont montré que 1’expression de Arc est
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¢galement augmentée dans le striatum pendant ’apprentissage de la tiche de pression d’un
levier (Kelly and Deadwyler, 2003). Le striatum est une structure qui est fortement engagée
dans les apprentissages moteurs ainsi que les apprentissages associatifs. Daberkov et ses
collaborateurs ont utilisé un protocole d’apprentissage associatif dans un labyrinthe en « T »
afin d’étudier pus spécifiquement la régulation de Arc au cours d’un apprentissage dépendant
du striatum (Daberkow et al., 2007). Ce protocole est divis¢ deux phases, une premicre
correspondant a I’acquisition de la régle et une deuxieme associée a I’inversion de la régle qui
requiert la capacit¢ a intégrer de nouvelles informations pour modifier la réponse
comportementale. Les ARNm Arc sont augmentés spécifiquement dans la phase d’inversion
de la régle et cette augmentation est corrélée avec la performance de 1I’animal et donc sa
capacité a adapter sa réponse comportementale. Il est intéressant de noter que cette corrélation
n’est pas retrouvée dans les régions latérales mais uniquement dans le striatum dorso-médian,
ce qui est en accord avec I’engagement préférentiel de cette région dans la flexibilité
comportementale (Ragozzino et al., 2002). L’induction de Arc semble ainsi étre plus
spécifiquement associée a 1’acquisition de la nouvelle régle qu’au maintien des performances

a exécuter une regle déja connue.

¢. Visualisation de I’expression de Arc

L’induction de Arc n’est pas le simple reflet d’un changement d’activité¢ mais elle s’intégre
dans un processus de traitement de 1’information au sein d’une population neuronale engagée
dans I’apprentissage. La visualisation de 1I’expression de Arc dans une région cérébrale offre
la possibilité d’étudier la dynamique spatio-temporelle des populations neuronales activées au
cours d’une tache. Ceci implique cependant de pouvoir accéder a la dynamique de 1’induction
de Arc au cours de I’activité neuronale. Si la détection de Arc par immunofluorescence
apporte des informations spatiales précises sur 1’expression de la protéine a un temps donné,
elle ne permet pas d’étudier finement les parametres temporels de son induction. L’étude
dynamique de 1’expression de Arc a été permise par le développement de modeles murins
transgéniques basé sur I’utilisation de systémes rapporteurs qui permettent de visualiser
I’activité du promoteur de Arc. Le laboratoire du Pr. Tonegawa a développé un modele murin
de type knock-in dans lequel la séquence codante de arc a été remplacée par la d2EGFP une
forme déstabilisée de la GFP (Wang et al., 2006). Celle-ci possede une demi-vie de 2h qui

permet un décours d’expression similaire a celui de Arc. Ce systéme rapporteur permet de
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visualiser I’activité du promoteur de mani¢re dynamique et d’imager une population de
neurones activés au sein d’une région cérébrale. A I’état homozygote, 1’expression de Arc est
abolie et remplacée par celle de la GFP. La GFP étant exprimée sous le contrdle du promoteur
de Arc, la détection des cellules exprimant la GFP permet de déterminer la population
neuronale dans laquelle le promoteur de Arc a été activé. Bien que I’expression de Arc soit
abolie dans I’ensemble des cellules du cerveau chez les souris homozygotes, la détection de la
population neuronale exprimant la GFP permet d’analyser I’effet de la perte d’expression de
Arc spécifiquement dans les cellules ou elle aurait dii étre exprimée. Chez les hétérozygotes,
la GFP et Arc sont toutes les deux exprimées, et les auteurs établissent que 1’expression de
Arc est réduite de 20% par rapport aux animaux sauvages. L’utilisation de ce modele a
notamment permis de montrer que Arc est impliquée dans 1’ajustement de la spécificité de
réponse a l’orientation des stimuli visuels (Wang et al., 2006). La visualisation de
I’expression de la GFP, in vivo, par microscopie biphotonique a montré que des stimuli
horizontaux ou verticaux activent des ensembles neuronaux distincts au sein du cortex visuel.
En comparant 1’expression de la GFP chez les hétérozygotes et les homozygotes, les auteurs
ont pu étudier I’effet de I’absence de Arc sur les populations neuronales recrutées dans la
réponse aux stimuli visuels (Wang et al., 2006). Ce mod¢ele a également été utilisé pour
¢tudier I’implication de Arc dans la plasticit¢é homéostatique au sein du cortex visuel (Gao et
al., 2010). Plus récemment, I’utilisation de ce mod¢le transgénique a permis de visualiser les
ensembles neuronaux recrutés dans le cortex moteur au cours de l’acquisition et de la
consolidation d’un apprentissage moteur sur le rotarod (Cao et al., 2015). Cette étude a
montré que les neurones dans lesquels Arc est activée au début de I’entrainement sont
spécifiquement réactivés dans les jours suivants au fil de D’apprentissage moteur.
L’apprentissage consolide ainsi le recrutement d’un ensemble neuronal spécifique et Arc joue
un role clé dans ce mécanisme de plasticité. Il est intéressant de noter que I’intensité
d’activation initiale du promoteur prédit sa probabilité de réactivation dans les jours suivants.
Ceci démontre a nouveau le couplage tres fin entre I’expression de Arc et ’activité et suggere
que son niveau d’induction encode une information quant a I’implication du neurone au sein
du réseau au cours de I’apprentissage. Dans ce modele knock-in Arc-d2EGFP, 1’expression de
la GFP sous le contréle du promoteur endogene de Arc représente un avantage considérable
puisqu’elle permet que I’expression de la GFP reproduise de manicre extrémement fidele
celle de Arc. Ceci apporte, d’autre part, I’inconvénient que I’expression de la GFP reste
relativement faible. De plus, dans ce modé¢le, la visualisation de 1’activité du promoteur

implique, soit, une perte d’expression totale de la protéine (KI homozygotes), soit, au
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minimum une altération légére de son expression (KI hétérozygotes). Il ne permet donc pas de
visualiser la dynamique d’induction de Arc dans un contexte ou son expression endogene
serait préservée. Ce type d’approche est, en revanche, permis par un autre modele
transgénique, les souris Arc::dVenus (Eguchi and Yamaguchi, 2009). Chez ces animaux, la
protéine Venus est exprimée sous le controle du promoteur de Arc auquel a €té ajouté un
signal de polyadénylation qui permet d’augmenter le niveau d’expression du géne codant pour
la protéine Venus. L’insertion de ce transgéne de manicre aléatoire dans le génome offre la
possibilité de visualiser 1’activité du promoteur de Arc sans altérer I’expression endogeéne de
Arc (Eguchi and Yamaguchi, 2009). L’utilisation de ce mod¢ele transgénique a permis
d’analyser les modifications de la dynamique du patron d’expression de Arc dans le cortex
visuel en réponse a des stimulations visuelle dans un mod¢le de la maladie d’Alzheimer
(Rudinskiy et al., 2012). Cette étude montre que I’amplitude de 1’expression de Arc dans un
neurone en réponse a une stimulation visuelle est prédictive de la probabilité de réactivation
de ce neurone lors de la réexposition a ce méme stimulus. Cette association est fortement
altérée chez des animaux modeles de la maladie d’Alzheimer révélant ainsi I’interférence des
lésions induites par cette pathologie avec I’intégration des informations au sein des réseaux
neuronaux (Rudinskiy et al., 2012). Plus récemment, ce modéele a permis de visualiser les
ensembles neuronaux activés dans ’amygdale au cours d’un protocole de conditionnement
par la peur via un stimulus auditif (Gouty-Colomer et al., 2015). Cette étude montre que les
neurones exprimant Arc sont préférentiellement recrutés pour 1’encodage de trace mnésique
de la peur démontrant I’importance de 1’induction de Arc dans le recrutement des ensembles
neuronaux au cours de I’apprentissage.

Du point de vue fonctionnel, le développement de modéles d’invalidation génétique de Arc
ont permis d’étudier I’effet de sa perte d’expression dans la mise en place de différentes
formes de plasticité neuronale. A cet égard, le modéle Arc-d2EGFP, de type knock-in,
présenté plus haut, est un modele d’invalidation totale de la protéine dans lequel la séquence
codante de Arc a été intégralement remplacée par celle de la GFP (Wang et al., 2006). Un
autre modele de type knock-out a également été développé dans le laboratoire du professeur
Dietmar Khul, dans lequel la séquence codante de Arc a été intégralement supprimée du
génome (Plath et al., 2006). Ces animaux présentent d’importants déficits d’apprentissage, en
accord avec le role majeur de Arc dans la consolidation de la plasticité synaptique et de la
mémoire (Plath et al., 20006).

Ces modeles génétiques présentent 1’avantage d’étre non invasifs et de conduire a une perte

d’expression extrémement fiable de la protéine. Cependant, ces modeles d’invalidation totale

=77 -



de Arc dans le cerveau, dés la naissance, ne permettent pas d’étudier 1’effet d’une perte
d’expression de la protéine spécifiquement dans une région cérébrale ou a un temps donné. Ce
type d’approche a été permis par 1’utilisation de stratégies anti-sens couplés a des injections
stéréotaxiques chez I’adulte. Ces études, basées sur I’infusion locale d’oligodésoxynucléotides
(ODN), des séquences capables d’interférer avec la traduction de la protéine, offrent la
possibilité d’inhiber localement et transitoirement 1’expression de Arc dans une région

cérébrale donnée (Ploski et al., 2008, Maddox and Schafe, 2011b).

Paradi ARN
aradige Région cérébrale m ou Référence
comportemental Protéine

Environnement - Cortex ARNm Vazdarjanova et al, 2002
DAL - Hippocampe ARNm Guzowski, 1999

- Cortex

. Kelly and Deadwyler,

Tache de pression - Hippocampe ARNm 2002, 2003
d’un levier - Striatum

- Cortex Protéine  |Kelly and Deadwyler, 2003
Piscine de Morris - Hippocampe ARNm Guzowski et al, 2001
Labyrinthe en T - Striatum dorso-médian | ARNm Daberkov et al, 2007
Rotarod - Cortex moteur Protéine |Caoetal, 2015
Réponse a
I’ orientation des - Cortex visuel primaire | Protéine |Wangetal, 2006
stimuli visuels

Table 2 : Paradigmes comportementaux conduisant a une augmentation
d'expression de Arc

4. Fonctions cellulaires de Arc et implications pour la plasticité

Dés sa premiére caractérisation en 1995, la localisation dendritique de Arc est apparue comme
une de ses caractéristiques majeures et a soulevé de nombreuses questions quant aux fonctions
synaptiques auxquelles elle pourrait prendre part. Les effets drastiques de la perte
d’expression de Arc sur la consolidation de la plasticit¢ synaptique dans de nombreux

modeles sont également en faveur d’un réle important de Arc a la synapse.
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a. Arc et I’endocytose des récepteurs AMPA

La premiere description d’un role de Arc a la synapse a été apportée en 2006, dans le cadre
d’une série de travaux publiés par le groupe de Paul Worley montrant I’implication de Arc

dans la régulation du trafic des AMPAR entre la membrane plasmique et le cytoplasme.

Comme mentionné précédemment, un crible double hybride a permis d’établir que Arc
interagit directement avec 1’endophiline 3 et la dynamine 2, deux protéines impliquées dans la
régulation de I’endocytose des vésicules recouvertes de clathrine (Chowdhury et al., 2006)
(Figure 19). Dans des neurones d’hippocampe, Arc régule le trafic membranaire des AMPAR
en interagissant directement avec ces deux partenaires de la machinerie d’endocytose. La
régulation de I’expression des AMPAR de surface est extrémement dynamique et joue un role
central dans la plasticité neuronale (Bredt and Nicoll, 2003). La surexpression de Arc dans
des neurones d’hippocampe augmente 1’endocytose des AMPAR et diminue ainsi leur nombre
a la surface (Chowdhury et al., 2006). Cette régulation est dépendante de 1’interaction de Arc
avec l’endophiline et la dynamine mais le mécanisme précis par lequel Arc affecte
I’endocytose n’est pas connu a ce jour. A I’inverse, dans un mod¢le d’invalidation génétique

de Arc, les neurones Arc -/- présentent un taux anormalement élevé de AMPAR de surface.

Endophiline_

Diminution du nombre
de AMPAR & la surface
Dynamine

o Arc  lysosome

\ Polyrib. \ ©

VWA \\\ Noyau
ARNm Arc Activité
Neuronale
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Figure 19 : Schéma illustratif du modele proposé pour la régulation du trafic des
AMPAR par la protéine Arc

L’ARNm de Arc est induit par I'activité neuronale et transporté vers les dendrites. La traduction
locale de la protéine conduit a une augmentation de I'expression de la protéine au niveau des
épines dendritiques. La protéine Arc recrute I'endophiline et la dynamine et constitue un
complexe qui module la formation des endosomes et recrute sélectivement les AMPAR. Ces
endosomes peuvent ensuite étre (1) recyclés a la membrane, (2) adressés vers les lysosomes
pour étre dégradés ou envoyé au protéasome, (3) étre adressés au noyau en tant que vésicules
endosomales de signalisation (Chowdhury et al.,, 2006).

Une ¢étude publiée en parallele par le méme groupe a reproduit ces données dans un modele
ex-vivo, de tranches organotypiques d’hippocampe (Rial Verde et al., 2006). Ce modéle a
permis de montrer que cette diminution des AMPAR de surface induite par la surexpression
de Arc est associée a une diminution des courants miniatures excitateurs (mEPSC, miniature
excitatory postsynaptic currents) ainsi qu’une diminution des courants AMPA évoqués. Ce
phénotype est spécifique des AMPAR, les transmissions glutamatergiques de type NMDA et
GABAergiques n’étant pas affectées. En accord avec ces travaux, une troisiéme étude a
montré que Arc, au travers de cette interaction avec la machinerie d’endocytose, est impliquée
dans la régulation homéostatique des AMPAR (Shepherd et al., 2006). La plasticité
homéostatique est un mécanisme de compensation par lequel le neurone ajuste son niveau de
décharge global sans modifier la force relative de chaque synapse (Turrigiano, 2008). Les
plasticités hebbiennes de type LTP ou LTD modifient individuellement les synapses d’un
méme neurone. Un exces de potentiation ou de dépression synaptique au sein d’un méme
neurone doit étre évité car il pourrait aboutir a une saturation de I’activité électrique globale
du neurone 1’empéchant d’encoder de nouvelles informations. Ainsi la baisse ou la hausse
chroniques de I’activité neuronale sont compensées par, respectivement, une augmentation ou
une, diminution du nombre de AMPAR de surface permettant de maintenir une excitabilité
globale du neurone constante. L’induction de Arc par I’activité semble jouer un rdle clé¢ dans
ces mécanismes de plasticités homéostatiques. Une élévation anormale du niveau de Arc, par
surexpression dans des neurones d’hippocampes, altére la capacité du neurone a augmenter le
nombre de AMPAR de surface suite a la diminution chronique de ’activité. A I’inverse, en
I’absence de Arc, dans des neurones KO, le niveau basal des AMPAR de surface est
fortement augmenté et la réponse homéostatique a une baisse d’activité est abolie. Ainsi, Arc
rapidement induite par 1’activité pourrait participer a la réponse homéostatique du neurone en
régulant la capacité de ce neurone a répondre a I’activité du réseau. Il est intéressant de noter
que I’implication de Arc n’est pas spécifique d’une réponse homéostatique a la baisse ou la

hausse de ’activité. Dans ce contexte a nouveau, le niveau d’expression de Arc, directement
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corrélé a I’état d’activation du neurone, pourrait étre porteur d’une information en lui-méme
et dicter I’engagement de Arc dans un type de régulation. Ces données affirment le rdle
majeur de Arc dans le couplage extrémement fin entre le niveau d’activité neuronale et la
réponse du réseau (Shepherd et al., 2006, Peebles et al., 2010). Au travers de la régulation de
I’endocytose des AMPAR, Arc est également impliqué dans la mise en place de la LTD.
L’induction de la LTD par des stimulations ¢électriques a basse fréquence ou par 1’application
d’un agoniste des mGluR requiert la synthese rapide de protéine et I’endocytose des AMPAR
(Waung et al., 2008). L’induction rapide de Arc dans les dendrites, en réponse a ce type de
stimulations, est requise pour I’établissement de la LTD dans les neurones d’hippocampes
(Park et al., 2008). L’inhibition de la synthése dendritique de Arc bloque I’induction de la
LTD ainsi que I’endocytose des récepteurs AMPAR nécessaire a la mise en place de cette
dépression synaptique (Waung et al., 2008). L’induction rapide de Arc dans les dendrites est

ainsi engagée dans des régulations locales de plasticités synaptiques.

L’ensemble de ces données indique que I’implication de Arc dans la régulation de 1’efficacité
synaptique n’est pas spécifique d’une forme de plasticité. Bien que I’homéostasie et la
dépression synaptique ne soit pas mutuellement exclusives, I’engagement de Arc dans 1I’un ou
I’autre de ces mécanismes est certainement soumis a régulation. Le controle extrémement fin
de I’expression de Arc suggere que son niveau d’induction pourrait varier en fonction des
stimuli impliqués et conditionner sa fonction synaptique. La cinétique d’induction de la
protéine pourrait également étre critique. Dans les modeles de LTD, Arc est induite trés
rapidement a partir d’ARNm préexistants et ceci pourrait dicter son implication dans une
forme locale de plasticité telle que la LTD. De la méme maniere la régulation de la durée
d’expression de Arc a la synapse semble importante. En 1’absence de Triad3A, qui est
impliquée dans ’adressage de Arc au protéasome, I’accumulation de Arc conduit a une
altération de I’efficacité synaptique en réponse a I’augmentation anormale des AMPAR de
surface (Mabb et al., 2014). Dans le striatum, I’expression de Arc semble également réguler
I’expression des AMPAR. L’inhibition locale de Arc par une stratégie anti-sens aboutit

effectivement a la diminution du nombre des AMPAR de surface (Hearing et al., 2008).

L’ensemble de ces données indique que Arc joue un role important dans I’établissement de
différentes formes de dépression synaptique a long-terme ainsi que dans 1’ajustement de
I’efficacité synaptique au cours de la plasticité homéostatique. Cette implication de Arc dans
la régulation négative de I’efficacité des synapses glutamatergiques semble cependant en

contradiction avec son induction au cours de la LTP qui tend a potentialiser I’activité de ces
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synapses. Dans une étude publiée en 2012, le groupe du Dr Bito, propose un modéle qui
permet de réconcilier ces différents roles de Arc au sein du neurone (Okuno et al., 2012).
Cette étude propose que Arc soit impliquée dans la dépression spécifique de certaines
synapses, au sein d’un méme neurone soumis a une potentialisation, au travers d’un
mécanisme appelé « inverse synaptic tagging ». En effet, les auteurs montrent que la protéine
Arc s’accumule préférentiellement au niveau des synapses qui ont été peu activées par rapport
aux synapses qui ont été potentialisés au sein d’un neurone soumis a un protocole d’induction
de la LTP, Ce phénomeéne dépend de I’expression de la CAMKIIB qui se lie a Arc
préférentiellement sous sa forme non liée a la calmoduline. Cette liaison a haute affinité entre
Arc et la CAMKIIP inactive contribuerait a capturer Arc spécifiquement au niveau de ses
synapses les moins activées. Dans ces synapses faiblement activées, I’expression de Arc est
corrélée avec une diminution de 1’expression de surface des sous-unités GluA1 des récepteurs
AMPA suggérant qu’elle est impliquée dans le maintien de ces synapses dans un état de faible
activité. Arc contribuerait ainsi a un phénomene de « tagging » neuronal inverse dans lequel
son expression limiterait la potentialisation des synapses les moins activées au cours d’une

activité synaptique intense.

b. Arc et la plasticité structurelle

La plasticité synaptique repose également sur des modifications de la structure des synapses
en réponse a l’activité neuronale. Les changements rapides de morphologie des épines
dendritiques et leur stabilisation dans le temps sous-tendent la plasticité neuronale dans de
nombreux modeles d’apprentissage (Rochefort and Konnerth, 2012). Le remodelage du
cytosquelette d’actine est un éveénement clé dans ces modifications de la structure des
synapses (Dillon and Goda, 2005). Du fait de son lien privilégié avec le cytosquelette, il a
rapidement été envisagé que Arc pourrait jouer un role dans les changements structurels
induits par ’activité. La protéine Arc qui co-précipite avec 1’actine et se localise dans le
compartiment synaptique en réponse a 1’activité neuronale pourrait étre un candidat idéal

(Lyford et al., 1995, Steward and Worley, 2001b).

Dans le gyrus dent¢ de I’hippocampe, I’induction de la LTP est associée avec une
augmentation durable de 1’actine sous sa forme filamenteuse, la F-actine, et un accroissement
du diaméetre des épines dendritiques (Fukazawa et al., 2003). Ces changements

s’accompagnent également d’une augmentation de la phosphorylation de la cofiline, une
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protéine partenaire du cytosquelette qui, sous sa forme phosphorylée, promeut Ia
polymérisation de I’actine (Sarmiere and Bamburg, 2004). Dans 1’hippocampe, I’inhibition
locale de Arc dans le gyrus denté bloque I’induction de la LTP en réponse a des stimulations a
haute fréquence (Messaoudi et al., 2007). La perte de la LTP suite a 1’inhibition de Arc
s’accompagne d’une diminution du niveau de cofiline phosphorylée associ¢e a une baisse de
la polymérisation de I’actine. L’ injection locale d’une drogue stabilisant la F-actine restaure

I’induction de la LTP.

L’ensemble de ces données suggere trés fortement que Arc favorise la LTP au travers de ses
interactions avec le cytosquelette d’actine. Si le niveau d’expression de Arc influence le
niveau de phosphorylation de la cofiline, les deux protéines n’interagissent pas directement et
le mécanisme par lequel Arc pourrait exercer cette régulation reste inconnu a ce jour. Dans le
noyau accumbens, la dynamique du cytosquelette d’actine et la régulation de la cofiline sont
impliquées dans les adaptations comportementales induites par les drogues. L’injection aigiie
de cocaine chez le rat induit une augmentation de la polymérisation de I’actine associée a une
augmentation de la phosphorylation de la cofiline et de sa kinase LIM-K (Toda et al., 2006). Il
serait intéressant d’étudier si la protéine Arc induite dans ce contexte est impliquée dans ces
modifications de la dynamique de 1’actine. Dans un protocole d’auto-administration a la
cocaine, I’inhibition de la polymérisation de I’actine localement dans le noyau accumbens,
augmente la réponse conditionnée des animaux lors de la réexposition au contexte (Toda et
al., 2006). Etant donné que 1’inhibition de Arc alteére les capacités d’extinction dans ce méme
protocole (Hearing et al., 2010) , il serait intéressant de voir si I’interaction de Arc avec la
régulation de ’actine est impliquée dans ces réponses comportementales. Dans des neurones
d’hippocampe, la surexpression de Arc augmente la densité d’épines dendritiques et modifie
la proportion des différentes morphologies. Arc tend a accroitre la proportion d’épines de type
« thin », considérées comme plus plastiques au détriment des épines de type « stubby »qui
sont plus stables (Peebles et al., 2010). Ces données suggerent que ’induction de Arc
augmenterait la capacité du neurone a former de nouvelles synapses en réponse a I’activité.
Ceci est en accord avec I’implication de Arc dans les phases précoces de I’apprentissage et la
formation de nouvelles mémoires proposée dans les études comportementales. Les auteurs ont
¢galement étudi¢ I’effet de la perte d’expression de Arc sur la morphologie neuronale des
souris knock-in Arc-d2EGFP (voir chapitre III-3.c). Les souris Arc -/- présentent une
réduction de la densité d’épines dendritiques dans le gyrus denté et la région CAl de

I’hippocampe. Ce phénotype est associé¢ avec une plus forte excitabilité du réseau qui est en
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accord avec le role de Arc dans la plasticité homéostatique (Peebles et al., 2010). De maniére
intéressante, cette ¢tude révele que la surexpression d’une forme mutante de Arc incapables
d’interagir avec la machinerie d’endocytose n’affecte pas la morphologie des épines
dendritiques. De plus, Arc régule spécifiquement 1’endocytose des AMPAR dans les épines
de type «thin». Arc pourrait ainsi co-réguler en parallele la morphologie des épines
dendritiques et la force synaptique. (Peebles et al., 2010). Les auteurs proposent une
hypothese selon laquelle Arc agirait comme un intégrateur de ces deux mécanismes et
compenserait la diminution de ’efficacité synaptique par une augmentation de la plasticité

morphologique.

Les mécanismes cellulaires auxquels Arc participe sont vari€s et posent certaines questions
quant au type de plasticité synaptique auquel elle contribue. L’augmentation d’expression de
Arc dans des protocoles de LTP est associée au remodelage des épines dendritiques et son
expression est requise pour 1’expansion et la stabilisation des filaments d’actine qui sous-
tendent la mise en place et le maintien de la potentiation a long terme. L’expression de Arc est
¢galement requise pour la mise en place de la LTD en favorisant I’endocytose des AMPAR
qui est associée a la dépression synaptique. Parmi les facteurs déterminant, la cinétique et le
niveau d’induction de la protéine dans les différents compartiments du neurone pourraient
jouer un role clé. Dans le contexte de la LTD, I’induction de Arc par les mGIuR est rapide et
locale alors que son induction en réponse a la stimulation des récepteurs NMDA est
dépendante de la transcription et donc plus tardive. Enfin, Arc est capable de contribuer a des
réponses a long terme suite a des stimuli rapides dans le contexte de la mise en place de la
LTP et la LTD mais elle est ¢également sensible a des changements toniques durables de
I’activité neuronale au travers de son role dans la plasticit¢é homéostatique. Le niveau
d’expression de Arc pourrait étre crucial dans son engagement dans ces différentes formes de
plasticité. Les oscillations de la protéine autour d’un niveau d’équilibre et la localisation de
ces changements d’expression pourraient dicter sa fonction dans la plasticité synaptique

(Shepherd and Bear, 2011).

c. Emergence d’un role nucléaire de Arc

Si la trés grande majorité des études publiées au cours des vingt derniéres années se sont
intéressées aux fonctions synaptiques de Arc, il n’en demeure pas moins que la protéine est

¢galement présente dans le compartiment nucléaire. Des 1995, les premiéres descriptions de
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la protéine évoquaient sa présence au noyau mais 1’originalité que représentait sa localisation
dendritique en tant qu’lEG a longtemps suscit¢ un intérét plus vif. Les propriétés
biochimiques de Arc rendent son interaction directe a ’ADN trés peu probable et élimine
ainsi I’hypothése qu’elle agisse en tant que facteur de transcription. Quelques travaux ont
apporté des ¢léments quant a ses possibles fonctions nucléaires mais son rdle précis dans ce

compartiment reste peu étudié a ce jour.

Une étude basée sur un crible double-hybride a identifié la protéine Amida, une protéine
nucléaire qui interagit directement avec Arc (Irie et al., 2000). Dans des cellules COS7, Arc se
lie a Amida et cette liaison favorise le transport de Arc vers le compartiment nucléaire. Cette
¢tude n’apporte en revanche aucunes données dans un modele neuronal. Dans le noyau, Arc
est associée aux promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML-NBs) (Bloomer et al., 2007).
Les PML-NBs sont des structures réparties de fagon discréte dans le noyau et sont impliquées
dans de nombreuses fonctions nucléaires telles que la régulation de la transcription, 1’export
des ARNm ou la formation de 1’hétérochromatine (Bernardi and Pandolfi, 2007). Dans des
cellules HEK 293T, Arc se lie aux PML-NBs au travers de son interaction avec une protéine
du cytosquelette nucléaire, la spectrine BSpIV)'5. Cette interaction favorise la formation des
PML-NBs et suggere que Arc pourrait également contribuer a la plasticité neuronale au
travers de la régulation d’évenements nucléaires. Tres récemment, une étude a montré dans
des cultures de neurones d’hippocampe que I’interaction de Arc avec les PML-NBs est
augmentée en réponse a 1’activité neuronale et que ce mécanisme contribue a la diminution
d’expression des sous-unités GluA1 des AMPAR (Korb et al., 2013). Cette étude a également
apporté¢ des ¢éléments quant aux mécanismes impliqués dans le trafic de Arc entre le
cytoplasme et le noyau. Le poids moléculaire de Arc est proche de la taille maximale
permettant une diffusion passive au travers des pores nucléaires, il est donc difficile de
déterminer si I’accumulation nucléaire de Arc reléve d’un transport passif ou actif. Korb et ses
collaborateurs montrent que 1’expression nucléaire de Arc augmente en réponse a I’activité
neuronale sous 1’effet d’un transport actif au travers deux séquences de localisation nucléaire
(NLS). Ils montrent également que Arc contient une séquence d’export du noyau (NES) et un
domaine de rétention nucléaire (NRD). Ce travail apporte également des données in vivo, en
montrant que 1’expression de Arc est augmentée dans le noyau des neurones de I’hippocampe
dans les 30 minutes qui suivent I’exploration d’un nouvel environnement. Une étude parue
I’année dernic¢re apporte de nouveaux éléments quant aux partenaires nucléaires de Arc et

suggere qu’elle pourrait participer a des régulations épigénétiques au sein des neurones (Wee
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et al., 2014). Dans des cultures de neurones corticaux, Arc interagit avec Tip60, une sous-
unité d’un complexe d’histone actétyl-transférase et participe a la relocalisation de cette sous-
unit¢ a proximité des PML-NBs. La surexpression de Arc dans des neurones corticaux,

entraine une augmentation du niveau d’acétylation de la lysine 12 de des histones H4.

Ces données extrémement récentes apportent de nombreux arguments en faveur d’un role
potentiellement important de la protéine dans le compartiment nucléaire. Ces premiers
¢léments suggerent fortement que Arc, en dépit d’une interaction directe avec I’ADN, pourrait
tout de méme étre impliqué dans la régulation de 1’expression des genes. Arc se démarquerait
ainsi encore une fois des IEG classiques au travers d’un mécanisme inattendu de régulation de
la plasticit¢ dépendante de I’expression génique. L’association aux spectrines nucléaires
confirme a nouveau que le lien étroit qu’entretient Arc avec le cytosquelette, joue un role
majeur dans sa capacité a moduler la plasticité neuronale. Le cytosquelette nucléaire aussi
appelé matrice nucléaire est impliqué dans la régulation de 1’expression des genes (Percipalle
and Visa, 2006, Visa and Percipalle, 2010). L’actine nucléaire est associée aux complexes de
remodelage de la chromatine ainsi qu’a la machinerie transcriptionnelle et la régulation de sa
dynamique au sein du noyau jouent un role clé¢ dans la régulation de la transcription. Arc
pourrait ainsi prendre part a la régulation de 1’expression génique au travers d’interaction avec
des protéines associées a la matrice nucléaire. La majorité des données présentées ici ont été
obtenues dans des mode¢les in vitro, soit de lignées cellulaires soit de cultures primaires de

neurones mais n’apportent pas d’éléments quant aux partenaires nucléaires de Arc in vivo.

5. Arec, plasticité synaptique et mémoire

La corrélation remarquable entre 1’expression de Arc et 1’apprentissage suggere fortement
qu’elle est impliquée dans les adaptations neuronales a long terme qui sous-tendent la
mémoire. La perte d’expression de Arc, qu’elle soit totale dans des modeles génétiques, ou
locale via I’injection stéréotaxique de composés pharmacologiques, conduit a des altérations
durables de la plasticité synaptique et de la consolidation de la mémoire. L’expression de Arc
associée au traitement de I’information pendant 1’apprentissage semble ainsi cruciale pour le

stockage de I’information qui sous-tend la formation et la consolidation de la mémoire.
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a. Role de Arc dans la plasticité a long terme

L’apprentissage et la mémoire reposent sur des modifications des synapses en réponse a
I’activité neuronale. Cette capacité du neurone a modifier sa réponse en fonction des
changements de son environnement se définit comme la plasticité synaptique. La mise en
place de la mémoire comprend une premiere phase rapide qui est appelée mémoire a court
terme et repose sur la modification de protéines préexistantes. La deuxiéme phase plus tardive
appelée mémoire a long terme dépend de la transcription ainsi que de la syntheése de nouvelles
protéines pour stabiliser les changements rapides. Ces modifications affectent 1’efficacité
synaptique soit en I’augmentant dans le cas de la LTP soit en la diminuant dans le cas de la
LTD. Arc semble plutdt impliquée dans les phases tardives de la plasticité et donc plutot dans

la consolidation de la mémoire.

La perte d’expression de Arc chez des souris Arc -/- aboutit a une altération de la LTP tardive
en réponse a des stimulations a haute fréquence de la voie perforante (Plath et al., 2006).
L’inhibition locale de Arc par infusion d’'un ODN dans "hippocampe 1,5 h avant I’induction
de la LTP conduit a une altération du maintien de la LTP sans affecter son induction
(Guzowski et al., 2000). L’inhibition de Arc 2h apres I’induction de la LTP aboutit également
a une diminution du maintien de cette LTP. En revanche, I’inhibition transitoire de Arc
rapidement, 15° apres 1’induction de la LTP, n’altére que transitoirement la LTP et ne bloque
pas sa consolidation a long terme (Messaoudi et al., 2007). Ces travaux démontrent que la
consolidation de la LTP requiert une traduction soutenue de Arc dans les deux heures suivant

I’induction de la LTP.

Arc est aussi impliquée dans la diminution durable de I’efficacité synaptique au cours de la
LTD. Les souris Arc -/- présentent une diminution de la durée et de I’intensité¢ de la LTD
induite par des stimulations a basse fréquence (Plath et al., 2006). Arc est également
impliquée dans la LTD induite par la stimulation des récepteurs métabotropiques au glutamate
(Waung et al., 2008). Il est intéressant de noter que cette forme de LTD ne repose pas sur
I’activation transcriptionnelle de Arc mais sur une traduction rapide de la protéine dans les
dendrites régulée, par la protéine FMRP et la Calcium Calmoduline-dependent Kinase eEF2K
(Park et al., 2008).
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b. Arc et la consolidation de 1a mémoire

Une ¢étude menée dans un modele murin d’invalidation génétique de Arc suggere que Arc
serait préférentiellement impliquée dans la consolidation de la mémoire (Plath et al., 2006).
Les souris Arc -/- ont des capacités de mémorisation a court terme similaires aux animaux
sauvages mais présentent des déficits de la consolidation de la mémoire a long terme.
L’exposition a un nouvel objet 10 minutes apres la présentation d’un premier objet conduit a
une exploration préférentielle du nouvel objet chez les animaux Arc -/- et sauvages.En
revanche, si le nouvel objet est présent¢ 24h aprés le premier, les animaux sauvages
continuent a explorer préférentiellement le nouvel objet alors que les KO explorent
indifféremment les deux objets. Ces souris présentent des déficits de mémoire a long terme
dans de nombreuses autres tiches d’apprentissages dépendantes ou indépendantes de
I’hippocampe. L’incapacité de ces animaux a consolider la mémoire est observée dans les
protocoles d’apprentissage spatial, de conditionnement de peur ainsi que dans un test
d’aversion au golt. De la méme maniere, I’infusion locale d’un ODN anti-sens dans
I’hippocampe perturbe la mémoire spatiale a long terme sans affecter la mémoire a court
terme (Guzowski et al., 2000). Dans un apprentissage Pavlovien de conditionnement par la
peur, I’inhibition locale de Arc dans I’amygdale abolit la consolidation de la mémoire de peur
(Ploski et al., 2008). Arc est également impliquée dans les processus de reconsolidation de la
mémoire dans un apprentissage Pavlovien de conditionnement par la peur (Maddox and
Schafe, 2011a). L’expression de Arc est augmentée dans I’amygdale latérale lors de la
réactivation de la mémoire de peur par réexposition a un stimulus auditif précédemment
associé¢ a un choc é€lectrique. L’inhibition locale de Arc dans I’amygdale latérale abolit la
réactivation de la mémoire de peur spécifiquement a long terme (24h) sans I’altérer a court

terme (6h) indiquant que Arc est impliquée dans le processus de reconsolidation de cette

mémoire.
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6. Arc et les drogues d’abus

L’exposition aux drogues modifie durablement le fonctionnement neuronal au sein des
régions cérébrales impliquées dans les comportements motivés et les apprentissages renforcés.
En augmentant artificiellement et systématiquement les niveaux de dopamine dans ces
structures, les drogues activent des voies de signalisation et des régulations géniques qui sous-
tendent la mise en place d’une plasticité neuronale pathologique. L’induction de Arc en
réponse a de nombreuses drogues suggere son implication dans les adaptations durables des
circuits de récompense et la mise en place de I’addiction. Si Arc a été trés largement étudiée
dans le contexte d’apprentissages dépendants de I’hippocampe, son implication dans les
apprentissages renforcés semble tout aussi déterminante, quoique non établie formellement a

ce jour.

a. Régulation de I’expression de Arc par les drogues

La premiere démonstration que 1’expression de Arc est affectée par les drogues a été apportée
des 1995, par une étude menée chez le rat (Fosnaugh et al., 1995). Les auteurs ont montré que
les ARNm et la protéine sont induits dans I’ensemble du striatum en réponse a une injection
unique de 20 mg/kg de cocaine. Cette induction ne se limite pas au striatum, 1’expression des
ARNm est également augmentée dans le cortex préfrontal et dans une moindre mesure dans
I’hippocampe (Fumagalli et al., 2006). L’administration répétée de cocaine conduit également
a une augmentation de 1’expression de Arc dans ces mémes régions (Freeman et al., 2002,
Yuferov et al., 2003, Fumagalli et al., 2006). De la méme maniére, des traitements aigus ou
chronique par ’amphétamine ou la méthamphétamine augmentent I’expression de Arc dans le
striatum (Kodama et al., 1998, Tan et al., 2000, Fujiyama et al., 2003). Les psychostimulants
ne sont cependant pas les seuls impliqués et I’expression de Arc est également modifiée par
I’injection systémique de morphine (Marie-Claire et al., 2004, Lv et al., 2011). Les drogues
antipsychotiques augmentent le niveau des ARNm de Arc dans le striatum alors qu’elle tend a
diminuer leur expression dans le cortex préfrontal. (Fumagalli et al., 2009). L’administration
chronique de ces traitements diminue l’expression de Arc dans ces deux régions. La
consommation d’alcool affecte I’expression de Arc dans I’amygdale latérale et centrale sans
altérer son niveau d’expression dans la région basolatérale. La consommation aigue d’alcool
augmente les niveaux d’expression de la protéine et des messagers dans ces régions alors que

I’abstinence apres une prise prolongée tend a les diminuer (Pandey et al., 2008).
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En termes de cinétique d’induction de Arc par la cocaine, il existe une certaine discordance
dans les données de la littérature. Les travaux de Fosnaugh et de ses collaborateurs montrent
que PARNm de Arc est induit dés 15 minutes aprés une injection unique de cocaine a 20
mg/kg et revient a son niveau basal apres 2h (Fosnaugh et al., 1995). Une autre étude menée
chez le rat montre une induction relativement faible mais significative des ARNm dans les 30
minutes suivant une injection de cocaine a 5 mg/kg, avec un pic d’expression a 2h et un retour
au niveau basal 6h. (Fumagalli et al., 2006). La divergence des données peut s’expliquer par
la méthode utilisée, hybridation in situ pour la premiere étude et Northern-Blot pour la
seconde mais €¢galement par les doses différentes de cocaine qui ont ét¢ administrées. D’autre
part, ces ¢études proposent que I’induction de la protéine est augmentée de maniére
significative deux heures apres 1’injection de cocaine or ce délai semble relativement long au
vu de la rapidité de la régulation de Arc dans d’autres modéles.Si le western-Blot, utilisé¢ dans
ces deux études, fournit une information quantitative relativement précise, il n’apporte en
revanche aucune donnée de localisation cellulaire et subcellulaire. Il est envisageable que des
changements d’expression plus précoces aient lieu spécifiquement dans certaines populations
neuronales ou compartiments cellulaires mais ne soient pas détectés par cette méthode. Ils
pourraient en revanche étre visualisés par des techniques immuno-histochimiques. En faveur
de cette hypothese, les données illustratives fournies indiquent que contrairement aux produits
d’autres IEG induits par la cocaine, I’expression de Arc n’est pas restreinte au soma mais elle
est également détectée dans les prolongements dendritiques des neurones striataux. Ces
observations, en accord avec ce qui est apparu ensuite comme 1’une des caractéristiques
fondamentales de Arc dans de nombreux modeles de plasticité, suggerent que Arc pourrait
étre impliquée dans les modifications synaptiques durables induites par les drogues (Fosnaugh

et al., 1995, Tan et al., 2000).

b. Mécanismes cellulaires de régulation de ’expression de Arc par les drogues d’abus

La dopamine, dont la concentration extracellulaire est augmentée par toutes les drogues
d’abus, semble jouer un role clé dans la capacité de ces substances a modifier I’expression de
Arc dans le cerveau. Chez le rat, la 1ésion spécifique des terminaisons dopaminergiques, par
I’injection intra-striatale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA), abolit I’expression de Arc dans la

région lésée (Fosnaugh et al., 1995).
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Dans le striatum, I’induction de Arc par la cocaine est bloquée suite a I’administration du
SCH23390, un antagoniste des DIR, elle n’est en revanche pas affectée par le prétraitement
au raclopride, un antagoniste des D2R (Fosnaugh et al., 1995, Fumagalli et al., 2006).
L’induction par I’amphétamine est également abolie en présence d’un inhibiteur des D1R
(Beauvais et al., 2010). La stimulation des DIR est donc spécifiquement impliquée en amont
de I’induction de Arc dans le striatum. Etant donnée la ségrégation des neurones striataux
entre D1IR-MS N et D2R-MSN, ces données suggerent que Arc ne serait pas induite de facon
homogene dans le striatum mais préférentiellement dans la sous-population de neurones qui
expriment majoritairement les D1R. De maniére extrémement intéressante, 1’expression
basale de Arc est également soumise a une modulation par le systéme dopaminergique
(Fumagalli et al., 2006). La stimulation des D2R, tout comme le blocage des D1R diminuent
I’expression basale de Arc. A I’inverse un agoniste des D1R suffit en lui-méme a induire des
augmentations d’expression de Arc similaires a celles observées lors d’un traitement par la
cocaine. Arc n’est donc pas seulement induite par un mécanisme dépendant des DIR en
réponse a des ¢lévations de dopamine mais semble également osciller autour d’un niveau
d’expression basal impliquant les D1R et D2R dans des conditions dites physiologiques. Ceci
suggere que Arc ne serait pas seulement engagée dans une réponse du neurone a une
stimulation chimique ponctuelle mais qu’elle pourrait également jouer un rdle dans la

physiologie neuronale a des niveaux d’expressions plus bas.

S’il a été montré que le systeme glutamatergique est impliqué dans la régulation de Arc dans
d’autres mode¢les, sa contribution dans I’induction de Arc dans le striatum et par les drogues
reste partiellement connue. Dans un modele in vitro, de cultures de neurones striataux,
I’activation des mGIluRS5 intracellulaires augmente I’expression de Arc. Cette induction est
restreinte au pool intracellulaire des récepteurs et n’est pas retrouvée aprés stimulation des
mGluRS5 de surface (Kumar et al., 2012). In vivo, I’activation transcriptionnelle de Arc dans le
striatum par des stimulations des aires corticales motrices est abolie en présence d’un

antagoniste des NMDAR (Miyachi et al., 2005).

Les données de la littérature sont également limitées concernant les voies de signalisation
engagées dans la transduction du signal depuis la stimulation des récepteurs dopaminergiques
jusqu’a I’activation transcriptionnelle de Arc dans les neurones striataux. Dans d’autres
modeles de plasticit¢é neuronale que 1’exposition aux substances addictives, il existe un
faisceau d’arguments en faveur d’un role majeur de la voie ERK dans la régulation de

I’expression de Arc par les drogues. En réponse a la cocaine, la voie ERK est activée en aval
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des récepteurs D1 et glutamatergiques NMDA, et joue un réle clé¢ dans les adaptations
moléculaires (régulations de geénes) cellulaires (plasticité synaptique) et comportementales a
la drogue (Cahill et al., 2014b). L’induction de Arc a été montrée comme dépendante de la
voie ERK dans de nombreux mod¢les in vitro mais aussi in vivo dans 1’hippocampe (Waltereit
et al., 2001). Dans le striatum, I’induction de arc par la cocaine est partiellement diminuée par
I’inhibition spécifique du facteur de transcription Elk-1, activé en aval de la phosphorylation
de ERK (Besnard et al., 2011). En aval de ERK, Dl’activation de la kinase MSK-1, qui est
impliquée dans I’induction de Arc en réponse au BDNF, joue aussi un role majeur dans les
régulations géniques induites par la cocaine (Brami-Cherrier et al., 2005). Ainsi, au travers de
ses partenaires, la voie ERK activée par les drogues d’abus pourrait potentiellement controler
la transcription de Arc. Dans I’hippocampe ERK régule également la traduction de Arc par la
voie d’un partenaire cytoplasmique, la kinase Mnk1 (Panja et al., 2009). Un autre argument
en faveur de DI'implication de la voie ERK provient de I’étude d’un modéle murin
d’invalidation de DARPP-32, une protéine impliquée dans D’activation de ERK par de
nombreuses drogues (Valjent et al., 2005). Ces souris déficientes pour DARPP-32, présentent
des altérations de la sensibilisation locomotrice ainsi qu’une perte de I’induction de Arc et c-

Fos par la cocaine (Zachariou et al., 2006).
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Drogue Traitement m ou Structure cérébrale Références
Protéine
- Cortex Fosnaugh et al, 1995 ;
ARNm - Striatum Fumagalli et al, 2006
- Hippocampe Fumagalli et al, 2006
Aigue - Cortex Fumagalli et al, 2006
. - Striatum Freeman et al, 2002
Protéine .
- Hippocampe
- Striatum Tan et al, 2000
- Cortex préfrontal  |Fumagalli et al, 2006
Chronique ARNm - Striatum Freeman et al, 2002
. Yuferov et al, 2003
Cocaine
Aigiie
bilisati i frontal
/Sensﬂ;n ’1sat1 ARNm Cortex préfronta Caffino et al, 2011
on croisée au
tr
SHESS - Hypothalamus
Sevrage apres
une
”
e),(pos1 1on - Cortex préfrontal  |Caffino et al, 2014
développeme
ntale
chronique
. - Cortex
o |Ase& RN - Striatum Kodama et al, 1998
Meth-amphétamine |Chronique .
- Hippocampe
Aigiie Protéine - Striatum Tan et al, 2000
Marie-Claire et al
. ARN - Striatum ’
Morphine Chronique m Stria 2004
Protéine - Striatum Lv etal, 2011
- Cortex préfrontal,
; .. cingulaire, sensoriel et
Nicotine Reexposition sensorimoteur Schiltz et al, 2005
au contexte .
- Striatum
- Amygdale
Alcool Aigiie Protéine - Amygdale Pandey et al, 2008
Table 3 : Protocoles d'administration de drogues d'abus conduisant a une

augmentation de I'expression de Arc

c. Arc et les réponses comportementales induites par les drogues

L’exposition aux drogues d’abus aboutit a des modifications des circuits neuronaux méso-

limbiques qui peuvent se maintenir de fagon extrémement durable au-dela de la période de
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consommation. Ces changements a long terme sous-tendent la mise en place des

comportements addictifs et sont assimilés a une forme pathologique de mémoire suite au

détournement des circuits de récompense par les drogues.

Les changements d’expression de Arc observés dans les circuits méso-limbiques, suggerent
tres fortement qu’elle pourrait contribuer a la mise en place de la plasticité neuronale sous-
tendant les adaptations comportementales a long terme induite par les drogues. Chez le rat,
I’administration répétée de cocaine induit une augmentation de 1’expression de I’ARNm de
Arc qui se maintient 72 heures dans le cortex préfrontal et jusqu’a 14 jours dans le striatum a
I’inverse d’une injection unique pour laquelle les messagers reviennent au niveau basal apres
6 heures (Fumagalli et al., 2006). L’expression de la protéine semble un peu plus transitoire
mais persiste tout de méme 72 heures dans le striatum au lieu de 2 heures apres une injection
unique. Le maintien de I’expression de Arc en réponse a une exposition répétée a la cocaine
pourrait étre le reflet de son implication dans la mise en place d’adaptations neuronales

durables au sein des réseaux cortico-striataux.

Un autre argument en faveur du réle de Arc dans les adaptations durables induites par les
drogues a été apporté par une étude menée chez le rat et basée sur un protocole de
sensibilisation locomotrice a la cocaine (Samaha et al., 2004). Dans cette étude, la cocaine est
injectée par voie intraveineuse afin d’étudier I’impact du débit auquel la dose est délivrée sur
le développement de la sensibilisation. De maniere intéressante, 1’expression de Arc est
spécifiquement augmentée en réponse au débit le plus rapide qui est aussi le seul a induire une
réponse sensibilisée a la deuxiéme injection. Si elles ne permettent pas d’établir un lien
causal, ces données démontrent tout de méme I’existence d’une corrélation entre 1’induction

de Arc et une adaptation comportementale induite par la drogue.

Si Arc est régulée rapidement en réponse a I’administration de drogue, elle est également
régulée par des stimuli précédemment associés a la drogue. Ainsi, de la méme maniére que
pour D’exploration et la mémoire spatiale, I’induction de Arc n’est pas une simple
conséquence de I’activation neuronale induite par la prise de drogue mais elle semble associée
au traitement de ’information engagé dans les apprentissages associatifs. La capacité des
drogues a attribuer une valence positive a un environnement initialement neutre est une
composante majeure de I’addiction qui joue un role clé dans les phénomenes de manque et de
rechute lors d’exposition au contexte. Dans les mod¢les animaux, la réexposition au contexte

précédemment associ¢ a la drogue suffit en lui-méme a induire une activité locomotrice
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assimilable a la recherche compulsive de drogue causée par le manque et stimulée par
I’environnement. Chez le rat, la réexposition a un contexte précédemment associ¢ a la
nicotine induit une augmentation de I’expression des ARNm de Arc dans le cortex préfrontal,
le striatum et 1’amygdale (Schiltz et al., 2005). De la méme manicre, dans un protocole
d’auto-administration a la cocaine, la réexposition au contexte apres une période d’abstinence
augmente I’expression des ARNm de Arc dans le caudé-putamen et le striatum ventral, le
cortex préfrontal et orbito-frontal (Hearing et al., 2008, Zavala et al., 2008). Dans ces études,
Arc n’est pas induite en absence du levier, indice contextuel précédemment associé la drogue,
démontrant que 1’expression est bien liée a la présentation d’un stimulus renforcé. L’ensemble
des ces résultats permet d’établir un lien fort entre 1’expression de Arc et les apprentissages
conditionnés par I’exposition aux drogues. Dans un protocole d’apprentissage conditionné
consistant a presser un levier pour obtenir de la nourriture, nous avons vu précédemment que
les ARNm de Arc sont spécifiquement induits au cours des phases précoces de 1’apprentissage

par comparaison a des animaux déja entrainés (Kelly and Deadwyler, 2002, 2003).

L’induction de Arc dans ce contexte est majoritaire dans le cortex et le striatum, qui sont des
régions cérébrales engagées dans les apprentissages associatifs. Au cours d’un apprentissage
spatial, la régulation de Arc au sein des neurones de I’hippocampe est également corrélée avec
le niveau de familiarit¢é d’un environnement (Guzowski et al., 2001, Vazdarjanova et al.,
2002). Dans le contexte de la prise de drogue, la nouveauté joue aussi un role important dans
la régulation de Arc. L’effet de la prise d’amphétamine sur 1’expression de Arc est
significativement plus important si la drogue est administrée dans un environnement nouveau
en comparaison avec la cage de I’animal (Klebaur et al., 2002). L’ensemble de ces données
suggere tres fortement que Arc pourrait jouer un role majeur dans les processus neuronaux qui

sous-tendent 1’association entre le contexte et la récompense.

Des données indiquent que Arc serait également impliquée dans le conditionnement aversif
dans des régions cérébrales engagées dans ce type d’apprentissages. L’exposition a un
environnement spécifique au cours d’un sevrage aux opiacés permet d’induire un
conditionnement aversif fort lié au manque ressenti par 1’animal. Dans ce type
d’apprentissage conditionné, 1’expression de Arc est augmentée majoritairement dans le
noyau basolatéral de I’amygdale au cours du conditionnement mais aussi lors de la

réexposition a I’environnement aversif (Lucas et al., 2008, Li et al., 2009).
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L’ensemble de ces études permet d’établir des corrélations entre la régulation spatio-
temporelle de Arc et les différentes phases des apprentissages renforcés mais n’apporte pas de
lien causal entre son induction et les comportements modélisant 1’addiction. Des études
basées sur I'utilisation de stratégies anti-sens ont apporté des éléments de réponse concernant
I’effet d’une perte d’expression de Arc dans les réponses aux drogues. Dans un protocole de
préférence de place conditionnée par 1’injection de morphine chez le rat, I’expression de Arc
est augmentée dans le noyau accumbens pendant le conditionnement ainsi qu’en réponse a
I’expression de la préférence de place (Lv et al., 2011). L’inhibition de 1’expression de Arc
par injection locale d’un oligo désoxynucléotide anti-sens dans le noyau accumbens au cours
du conditionnement bloque 1’acquisition de la préférence de place. La période d’abstinence
qui suit une consommation chronique d’alcool est associée a une augmentation de 1’anxiété
chez le rongeur. Du point de vue moléculaire, I’abstinence est corrélée avec une diminution
de I’expression du BDNF et de Arc dans I’amygdale. L’inhibition de Arc localement dans
I’amygdale centrale entraine une augmentation des comportements anxieux chez la souris et

conduit a une consommation plus ¢levée d’alcool que chez les animaux contrdles (Pandey et

al., 2008).

Les données concernant I’effet de la perte d’expression de Arc lors d’une exposition a la
cocaine restent peu nombreuses a ce jour. Une étude menée chez le rat a montré que
I’inhibition de Arc localement dans le striatum dorsal n’altére pas le comportement d’auto-
administration, ni la recherche active de drogue lors de la réexposition au contexte aprés une
période d’abstinence (Hearing et al., 2008). Cependant, de maniére trés intéressante, cette
¢tude révele que I’inhibition de Arc diminue fortement 1’extinction de la recherche de drogue
lors de la réexposition au contexte précédemment associ¢é a la drogue. Ces données
corroborent trés bien I’hypothése selon laquelle Arc serait impliquée dans 1’acquisition d’un
nouvel apprentissage lors de I’extinction plutdt que dans la recherche compulsive de la drogue
au cours de la réexposition a I’environnement conditionné. De plus le maintien du
comportement d’auto-administration en 1’absence de Arc n’est pas en faveur d’un réle de la

protéine dans les aspects purement motivationnels.

Au vu de I’ensemble de ces données, la caractéristique principale qui se détache de Arc reléve
principalement de son lien étroit avec la nouveauté. De ’activité exploratoire jusqu’a des
apprentissages spatiaux ou conditionnés par des stimuli renforcants, Arc entretient un lien
étroit avec le degré de nouveauté de 1’environnement et pourrait étre impliqué principalement

dans I’association entre le contexte et les stimuli émotionnels qui s’y rapportent.
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L’induction de Arc dans différents protocoles d’exposition aux drogues suggere qu’elle
pourrait jouer un rdle central dans la plasticité neuronale qui sous-tend le développement de
I’addiction. Le role de Arc spécifiquement dans la mise en place des adaptations
comportementales a long terme induites par les drogues reste cependant inconnu a ce jour et les
données concernant I’implication de cette protéine dans les adaptations neuronales au sein du

striatum restent ¢galement treés parcellaires.
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OBJECTIFS

L’addiction est une pathologie chronique, sous-tendue par des modifications persistantes des
réseaux neuronaux impliqués dans les processus de récompense. Les adaptations cellulaires et
moléculaires induites par les drogues au sein des neurones du systéme de récompense jouent
un role central dans la mise en place des altérations comportementales a long terme observées
dans I’addiction (Robison and Nestler, 2011). Cette étude s’inscrit dans une démarche de
compréhension des processus cellulaires rapidement mis en jeu par les drogues et susceptibles
d’impacter durablement le fonctionnement de ces réseaux ainsi que les comportements.

De¢s la premiere exposition a la cocaine, un programme transcriptionnel complexe est initié et
contribue a la mise en place de changements durables du fonctionnement neuronal. Les IEG,
rapidement induits en réponse a la cocaine, jouent un role central dans 1’orchestration des
évenements cellulaires qui sous-tendent ces adaptations durables. Ce travail est centré sur
I’é¢tude de ’[EG arc, un geéne rapidement induit dans le striatum et le cortex en réponse a la
cocaine.

Arc est un acteur majeur dans les processus de plasticit¢ neuronale (Shepherd and Bear,
2011). Cette protéine est induite dans de nombreux paradigmes comportementaux et son
expression est étroitement corrélée avec les processus neuronaux engagés dans
I’apprentissage et la mémoire. Arc est essentielle a la mise en place de multiples formes de
plasticité synaptique et son inhibition conduit a d’importants déficits de consolidation de la
mémoire. Si Arc a été treés largement étudiée dans le contexte d’apprentissages dépendants de
I’hippocampe, son implication dans les apprentissages renforcés pourrait €tre tout aussi
déterminante quoique non établie formellement a ce jour. L’objectif de cette étude était de
caractériser le profil et les modalités d’induction de Arc dans le striatum en réponse a la
cocaine et d’analyser son role dans les réponses moléculaires et comportementales induites

par cette drogue.

Le premier volet de cette étude visait a analyser les mécanismes cellulaires impliqués dans
I’induction de Arc par la cocaine. Mon travail s’est centré plus particulierement sur
I’implication de la voie ERK qui joue un role majeur dans les régulations transcriptionnelles
induites par la cocaine. Dans la seconde partie de ce projet, je me suis attachée a définir le
profil spatio-temporel de son induction au sein des neurones striataux avec un intérét
particulier pour sa localisation au sein du noyau. Cette étape semblait un prérequis important a

I’¢lucidation des fonctions cellulaires auxquelles Arc pourrait prendre part suite a son
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induction par la cocaine. La troisiéme partie de ce projet visait a établir ’implication de Arc
dans les réponses moléculaires et comportementales induites par la cocaine. L’utilisation d’un
modele murin d’invalidation génétique de Arc, les souris knock-in Arc-d2EGFP (Wang et al.,

2006), m’a permis d’étudier I’impact de la perte d’expression de Arc sur ces réponses.
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1. Résumé de P’article

Arc est induite dans de nombreux paradigmes d’apprentissages et son expression est
essentielle pour I’établissement de la plasticité synaptique a long terme et la consolidation de
la mémoire. Cet IEG se caractérise par I’extréme finesse de sa régulation au cours des
changements d’activit¢ neuronale. L’expression de Arc est induite par diverses drogues
d’abus au sein des circuits de récompense, notamment dans le striatum et le cortex en réponse
a la cocaine. Toutefois, le profil et les modalités de 1’induction de Arc par cette drogue ainsi
que son implication dans les adaptations moléculaires et comportementales qu’elle induit

restent encore partiellement décrits.

Le profil spatio-temporel de Arc hautement contr6lé par 1’activité neuronale en fait un
marqueur d’activité extrémement fiable au sein du neurone mais aussi a 1’échelle d’une
population cellulaire engagée dans des processus d’apprentissage (Steward et al., 1998,

Guzowski et al., 1999). Dans le striatum, le profil d’induction de Arc en réponse aux
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changements d’activité neuronale induits par la cocaine n’est pas précisément €tabli a ce jour.
Dans la premiére partie de cette étude, nous avons analysé la cinétique d’induction de la
protéine et des messagers dans le striatum de souris aprés une injection aigiie de cocaine et
nous avons pu montrer qu’ils sont induits rapidement et transitoirement en réponse a cette
drogue. L’expression des ARNm, mesurée par PCR quantitative, est augmentée dans les 30
minutes suivant I’injection de la drogue avec une tendance nette a 1’augmentation des 15
minutes. L’analyse des protéines par immunohistochimie a révélé que 1’expression Arc est
augmentée, 30 minutes aprés l’injection de cocaine, dans les régions ventrales (Noyau
accumbens) et dorsales du striatum avec une prédominance dans le striatum dorso-médian
antérieur. Cette induction dépend de la traduction de nouvelles protéines puisqu’elle est

inhibée par un prétraitement avec I’anisomycine, un inhibiteur de la synthése protéique.

Dans le striatum, 1’activation de la voie ERK en aval des DIR et NMDAR est cruciale pour la
mise en place du programme transcriptionnel complexe induit par cette drogue. Nous avons
montré que la stimulation des DIR et NMDAR ainsi que ’activation de la voie ERK sont

requis pour I’induction de Arc en réponse a la cocaine.

Suite a son induction, la localisation subcellulaire de Arc est finement contrdlée par ’activité
neuronale, son accumulation rapide dans le compartiment dendritique est notamment une de
ses propriétés remarquable (Steward and Worley, 2001a, Bramham, 2008). Dans les neurones
striataux, nous montrons que 1’expression de Arc est augmentée dans le compartiment
dendritique ou elle est présente dans les prolongements et les épines dendritiques. De maniére
plus inattendue, notre étude révele une forte accumulation de la protéine dans le noyau des
MSN dés 30 minutes suivant I’injection de cocaine. Dans le compartiment nucléaire, Arc se
localise exclusivement en dehors des régions de chromatine dense qui sont caractérisées par
un marquage plus intense par le Hoechst. Ces régions du noyau, ou la chromatine fortement
compactée est moins accessible a la machinerie transcriptionnelle, sont associées a une
activité transcriptionnelle moins intense. Arc est exclue de ces régions et se localise dans des
zones de chromatine plus relachée, associée a une transcription active. Dans le noyau des
MSN, I’augmentation de la phosphorylation des histones H3 est un marqueur de remodelage
de la chromatine induit en aval de ERK qui est associ¢ a une augmentation de ’activité
transcriptionnelle. L’analyse a haute résolution en 3 dimensions de la distribution des deux

protéines a montré que Arc est fortement colocalisée avec les histones H3 phosphorylée.
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Dans un mode¢le in vitro de cultures primaires de neurones striataux, la surexpression de Arc
entraine une diminution de la phosphorylation des histones H3 induite par le glutamate.
L’activité de la kinase MSK-1, impliquée dans cette phosphorylation, est également diminuée.

En revanche, I’activation et la translocation nucléaire de la ERK en amont sont préservées.

Dans la derniére partie de ce projet, nous avons étudié ’effet de la perte d’expression de Arc
sur les réponses a la cocaine au travers de I’utilisation d’un modele murin d’invalidation
génétique de arc. Cette lignée transgénique développée dans le laboratoire du professeur
Tonegawa, est un modele de type « knock-in », dans lequel la séquence codante du géne arc a
été remplacée par la séquence codante de la GFP. A 1’état homozygote, I’expression de Arc
est totalement abolie et la GFP, exprimée sous le controle du promoteur de arc. Chez les
animaux sauvages, l’expression de Arc est intégralement préservée et la GFP n’est pas
présente dans le génome. A I’état hétérozygote, les séquences codantes des génes arc et gfp

sont présentes en un allele chacune et les protéines Arc et GFP sont exprimées simultanément.

Nos données indiquant un lien entre Arc et des partenaires de remodelage de la chromatine,
nous avons souhaité étudier I’effet de la perte d’expression de Arc sur la structure de la
chromatine et 1’activité transcriptionnelle. Chez les animaux transgéniques, la GFP exprimée
sous le contréle du promoteur de arc peut servir de rapporteur de ’activité de ce promoteur.
Nous avons ainsi pu comparer les réponses moléculaires dans les cellules positives pour Arc
chez les sauvages et les comparer avec les réponses dans les cellules positives pour la GFP
chez les transgéniques. Dans ces deux types de population cellulaire, le promoteur de arc a
répondu a I’activité mais dans un cas la protéine est exprimée alors qu’elle est absente chez
les transgéniques. Cette approche permet de mesurer 1’effet de la perte d’expression de la
protéine dans une cellule qui « aurait di » exprimer Arc. Nous avons montré que la surface
occupée par I’hétérochromatine au sein du noyau est diminuée en réponse a la cocaine chez
les animaux sauvages. Ceci indique que la drogue promeut la décompaction de la chromatine,
en accord avec l’activation massive de la transcription en réponse a la cocaine. Chez les
animaux transgéniques, 1’hétérochromatine est également fortement diminuée, et ce, aussi
bien chez bien chez souris utilisées comme contrdle que celles traitées a la cocaine, indiquant
que la perte d’expression de Arc modifie la structure de la chromatine et favorise son
relachement. Ce phénomeéne est associé a une augmentation constitutive chez les animaux
transgéniques de Dactivit¢ de la RNA Pol-II, mesurée par I’analyse du niveau de
phosphorylation de son domaine C-terminal. Comme attendu, cette phosphorylation est

¢galement augmentée chez les animaux sauvages en réponse a la cocaine.
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Nous avons finalement analysé ’impact de la perte d’expression de Arc sur les réponses
comportementales a la cocaine. Nous avons montré que les animaux transgéniques présentent
une activité locomotrice basale inférieure aux animaux sauvages alors qu’elle n’est pas
modifiée chez les animaux hétérozygotes. Nous montrons que la perte d’expression de Arc est
associée a une augmentation de la sensibilisation locomotrice induite par la cocaine dans un
protocole en deux injections. Pour des doses élevées de cocaine (15 mg/kg), les animaux
transgéniques présentent une activité locomotrice plus importante en réponse a la premiere
injection et une sensibilisation locomotrice augmentée a la deuxiéme injection. L’absence de
Arc aurait donc pour conséquence de mimer certains des effets induits dans le compartiment
nucléaire par une injection unique de cocaine. Nous avons donc émis 1’hypothése que
I’absence de Arc pourrait prédisposer les animaux transgéniques a répondre de manicre
exacerbée a plusieurs injections. En accord avec cette hypothése, nous montrons que les
animaux transgéniques présentent une sensibilisation locomotrice nette en réponse a une dose
faible de cocaine (7,5 mg/kg), dose qui n’induit pas de sensibilisation locomotrice chez les

Sauvagces.
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ABSTRACT

Background: Drug addiction relies on persistent alterations of neuronal properties involving
gene regulation. The activity-regulated c ytoskeleton-associated (Arc) protein is rapidly and
robustly induced by changes in neuronal activity. It is localized to both active synapses and
nuclei and required for virtually all forms of long-term plasticity and memory consolidation.
However, its role in cocaine-induced molecular and behavioral adaptations remains to be fully
established.

Methods: Pharmacological, biochemical, immunohistochemical studies were performed from
wild-type or genetically modified mice deficient for Arc exposed to cocaine. Mice were also
subjected to behavioral experiments. Live imaging; transfections and immunocytochemistry
were also performed on cultured striatal neurons.

Results: 4rc mRNA and proteins are rapidly induced by cocaine in the striatum via an ERK-
dependent de novo protein s ynthesis. S urprisingly, a Ithough de tected i n de ndrites, Arc
dramatically accumulates in the nucleus in response to acute cocaine. Its expression appeared
to be restricted to active zone of transcription where A rc c olocalizes with phos phorylated
histone H 3 ( pH3). In vitro, Arc overexpression impacts on ¢ hromatinr emodelingb y
inhibiting pH3. In vivo, mice deficient for Arc showed a decrease of heterochromatin domains
associated to a high RNA-Pol II activity. These mice presented an exacerbated psychomotor
sensitization to low doses of cocaine.

Conclusions: The rapid induction of Arc downstream from ERK and its nuclear accumulation
induced b y a cute c ocaine favors the compaction of ¢ hromatin a nd da mpens R NA-Pol II -
activity. Arc induction in the striatum thus acts as a brake on chromatin remodeling and exerts

a negative retro-control on molecular and behavioral responses to cocaine.
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INTRODUCTION

Addiction is a compulsive pattern of drug-seeking/drug-taking behavior with recurrent
episodes of abstinence and relapse, and a loss of control despite negative consequences. The
neurobiology of m otivated be havior 1 nvolves numerous i ntricate neuronal ci rcuits an d
neurotransmitters w hich dysregulations are implicated in the pathophysiology of addictions
(1). Therefore, a better understanding of cellular and molecular adaptations taking place in
these ci rcuits i s ne eded to 1 mprove our know ledge on t he ne urobiological ¢ orrelates of
addiction and for the development of future treatments. In animal models, drug-induced long-
term behavioral alterations require changes in transcription and translation (2). Early changes
in gene ex pression occurring soon after coc aine ex posure ar e be lieved to set the stage for
long-lasting modifications of neuronal activity and behavior. In this way, a particular attention
has been paid on the rapidly induced immediate early genes (IEGs) that can be divided into
either genes e ncoding t ranscription factors, w hich i ndirectly alter t he e xpression of target
genes, or genes t hat e ncode ef fector p roteins acting directly on ¢ ellular f unctions an d

homeostasis.

Activity-regulated cytoskeleton-associated protein (Arc) is an IEG that belongs to the
category of effector proteins and displays low basal levels of expression within neurons (3). It
is highly regulated by changes in neuronal activity, including high-frequency stimulation of
the perforant path or electroconvulsive shock (4-6), thus positioning Arc as a reliable index of
activity-dependent s ynaptic m odifications. These s timulations induc e A rc tr anscription but
also regulate the localization of 4rc mRNA within dendrites as well as the translation and
degradation of the protein (7). Because of its characteristic dendritic lo calization, where it
controls glutamate A MPA receptor (AMPAR) trafficking, s ynaptic s trength, and long-term

neuronal plasticity (8-11), m uch a ttention ha s be en paid on A rc’s functions at synapses.
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However, Arc protein can be detected in the nucleus (12), with very few data concerning its
role int his s ub-cellular com partment. Recently, A rc nuc lear e xpression w as f ound t o
participate to the homeostatic response to prolonged increased neuronal activity by enhancing
the expression oft he promyelocyticl eukemia ( PML) pr otein, which decreases the
transcription of the GluA1 subunit of AMPAR and participates to the downscaling of synaptic

strength (13).

Arc expression is also upregulated in cortical and striatal r egions by cocaine and
cocaine-associated stimuli ( 14-18). In rats trained t o self-administer coc aine, thel ocal
knockdown of Arc within the dorsolateral part of the striatum did not affect cocaine-seeking
behavior after a period of abstinence but drastically altered the e xtinction of this be havior
(19). Altogether these data suggest that striatal Arc may be an e ffector protein of neuronal

adaptation induced by cocaine.

Herein, we characterized the kinetics and signaling pathways involved in Arc mRNA
and protein expression by cocaine in medium-sized spiny neurons (MSN) of the striatum. We
studied the dendritic v ersus nuc lear 1ocalization of A rc protein in response to cocaine and
observed a strong accumulation of Arc in the nucleus, at the strict vicinity of the nucleosomal
machinery. In t he nuc leus, A rc e xpression w as r estricted t 0 a ctive z ones of t ranscription
where it co-localized with the phos phorylated f orm of hi stone H 3, a m arker of cocaine-
induced c hromatin remodeling (20). In cultured MSN in vitro, Arc overexpression reduced
histone H3 phosphorylation, i ndicating that Arc acts as a br ake on ¢ hromatin r emodeling.
Consistently, Arc-deficient m ice pr esent dr astic cha ngesi n chromatin organization
characterized byad ecrease o fhe terochromatin dom ains, w hich w as a ssociatedt oa n
increased transcriptional act ivity of t he R NA polymerase II (RNA-PolII). These m ice
displayed an increased psychomotor sensitization to low doses of cocaine. We conclude that

the rapid and transient induction of A rc w ithin t he nuc leus ¢ ontribute to t he d ynamic of
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chromatin remodeling, and control molecular and behavioral responses to cocaine. This new

facet of Arc’s functions is likely to contribute to its homeostatic role within neurons.
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METHODS AND MATERIALS

See supplementary methods and materials for details.
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RESULTS

Kinetics and pharmacological profile of cocaine-induced Arc mRNA and protein synthesis
in the striatum

Arcisan IEG thatis rapidly activated by changes in neuronal activity in various br ain
regions, w here it plays a central role in synaptic plasticity and memory c onsolidation (21).
Acute ex posure to cocaine al so increases the levels of Arc mRNA and proteins in the rat
striatum ( 14), but t he functions of this IEG in the de velopment o f 1 ong-lasting a Iterations
induced by drugs of abuse remains largely unknown. In order to get further insight into the
role of Arcin cocaine-induced cellular and molecular adaptations, we established a precise
time-window of Arc mRNA and protein induction by acute cocaine in mice. At 20 m g/kg
(Fig. 1A), cocaine trends to increase Arc mRNA in the whole striatum as soon as 15 minutes
post injection. This induction was robust and reached a significant three-fold increase from 30
to 60 minutes and returned to basal levels 2 hours after drug treatment (Fig. 1A). At 10 mg/kg
of cocaine, an increase of 4rc mRNA was also detectable albeit it was less robust and more
transient (Fig. S1A). We then studied the expression of Arc proteins and found it was induced
by cocaine in the whole rostro-caudal extension of the dorsal and ventral parts of the striatum
(Fig. S1B, Fig. 1B). Quantifications of Arc-immunoreactive cells showed a transient increase
in the dorso-medial (DM) and ventral (Nucleus Accumbens shell, NAcc) striatum, which was
observed as soon as 30 minutes, then reached a plateau at 60 minutes, and returned to basal
levels within 2 hours (Fig. 1D). Similar profiles were found at 10mg/kg (Fig. S1C).

The signaling pathways that regulate A rc ex pression in the striatum in response to cocaine
remain to be established. A protein synthesis inhibitor (Anisomycin) was first administered 30
minutes prior to cocaine and mice sacrificed 1 hour later. C ocaine-induced A rc-expression
was abolished b y anisomycini nbot ht he D Ma nd N Acc (Fig.1 E). Ofnot e, Arc
immunoreactivity was also strongly reduced by anisomycin in saline-treated mice, which is

consistent with the short half-life of this IEG. By increasing dopamine levels in the striatum,
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cocaine is known to regulate cellular and molecular events in MSN expressing D1 receptors
(D1IR-MSN), a nd s ignaling ¢ rosstalk be tween DI1R a nd glutamate r eceptors of N MDA
subtypes (NMDAR) arec ritical for cocaine-induced | ong-lasting pl asticity (22-23).
Consistently, A rc induction by cocaine w as blunted by NMDAR ( MK801) or DIR
(SCH23390) antagonists (Fig. 1F). Furthermore, c-Fos, an IEG which expression is restricted
to DIR-MSN upon acute coc aine, perfectly co -localized with Arc ( Fig. S 1G). A major
signaling pa thway i nvolved in long-term cel lular ada ptations mediated by cocaineisthe
Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) cascade, which behaves as a ke y integrator of
DIR and NMDAR signaling (24-25). The administration of SL 327, a selective inhibitor of
MEK (the kinase upstream from ERK), prior to cocaine completely abolished the induction of
Arc mRNA and proteins (Fig. 1G). Altogether, these data show that 4rc mRNA and proteins
are rapidly and transiently induced by acute cocaine in the ventral and dorsal parts of the
striatum via an ERK-dependent de novo protein s ynthesis dow nstream from both D 1R and

NMDAR.

Cocaine preferentially increases Arc expression in the nucleus of striatal neurons

There are accumulating evidences that Arc induction in dendrites plays a key role in neuronal
plasticity (7). However, whether it is induced locally by cocaine remained unknown. Confocal
imaging was p erformed to precisely determine the sub-cellular lo calization of Arc proteins
induced 1 hour after cocaine. Dyel labeling of the dendritic shaft and spines (26) coupled to
Arc staining convincingly showed that Arc-positive puncta were present in the dendritic shaft
and spines (Fig. 2A). Nevertheless, a strong immunolabeling was also visible in the nucleus
of striatal neurons (Fig. 2B). The impact of cocaine on Arc cellular distribution was assessed
at di fferent time points after cocaine administration by analyzing its e xpression within the

nucleus and outside of it, in the soma and dendritic tree (referred to as Neuropile staining (see



Salery et al.

Fig.2C-G). A computer-based routine was set up on confocal images of Arc labeling from
slices in which nuclei were c ounterstained w ith Hoechst. The A rc signal that co -localized
with Hoechst w as s ubtracted from total Arc s taining to give ac cess t o the “N europile,”
staining (Fig. 2C “- nuclei”). By contrast, the signal co-localized with Hoechst allowed the
determination of Arc-positive nuc lei (“nuclei”; Fig. 2C ). Inthe DM, total Arc and the
immunoreactivityi nt he ne uropile significantly i ncreased 60 m inutes post-cocaine
administration, and returned to basal levels (Fig. 2D -E). Interestingly, cocaine appe ared to
have a stronger effect on t he nuclear expression of Arc, which was increased as soon as 30
minutes post-cocaine and further augmented at 60 minutes to return to basal levels within 2
hours (Fig. 2F). Of interest, in the NAcc, cocaine only increased the nuclear pool of Arc with
fewer Arc positive cells than in the DM (around 10%) (Fig. S2A-C). These data indicate that
Arc proteins accumulate earlier and preferentially in the nucleus when compared to soma and

neuropile in response to acute cocaine

Arc is localized at the vicinity of active chromatin markers in the nucleus

DNA is highly packed into chromatin, a DNA/protein complex that comprises histones and
components of the transcriptional machinery. For transcription to occur, chromatin must be
loosened up via processes involving post-translational modifications of histones. The inactive
zone of t ranscription, a Iso ¢ alled he terochromatin, i s characterized by a br ight H oechst
staining (Fig. 3A). At high magnification, a perfect ex clusion of Arc from heterochromatin
was cl early visible ( Fig. 3A ), indicating th at Arcis likely localized in active z ones of
transcription. To address this, we used Serl10-Histone H3 phosphorylation (pH3) labeling, a
marker of active chromatin remodeling and cocaine-induced gene regulation in MSN. PH3 is
rapidly (30 minutes) activated dow nstream ERK and mitogen and stress-activated kinase 1

(MSK-1) in response to cocaine (20). The distribution of pH3 and Arc puncta was analyzed in
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3D w ithin t he nuc lei 30 m inutes a fter c ocaine. At this time point, Arc and pH 3 strongly
colocalized (Fig. 3B-D), with 70% of Arc-positive puncta colocalized with pH3 (Fig. 3B-C).
At the cellular level, the kinetics of these two markers showed that both signals are detectable
in the same cells at 30 minutes after cocaine. At 60 m inutes pH3 was decreased meanwhile

Arc was maintained, resulting in drastic decrease of pH3-Arc colocalization (Fig. 3D).

Overexpression of Arc alters histone H3, but not ERK1/2, phosphorylation in vitro.

We obs erved t hat ¢ ocaine-induced Arc a ccumulation in the nuc leus pr eferentially o ccurs
within active z ones of chromatin r emodeling where hi stones H 3 are phosphorylated. T he
occurrence of Arc induction correlated spatio-temporally with pH 3, but lasted 1onger (Fig.
3D). We therefore tested w hether the nuc lear accumulation of Arc could regulate pH3. To
address this, we used cultured MSN treated with glutamate, which triggers the activation and
nuclear translocation of ERK1/2 and downstream activation of pH3 (27-28). The impact of
Arc overexpression was studied by transient transfections of a cDNA encoding Arc fused to
GFP and live imaging was performed after glutamate application. Under basal conditions, the
GFP-Arc signal w as de tectable i n de ndrites and w as hi gher in t he s oma a nd t he nuc leus
(Fig.4A;1 eft pa nel). Incubationw ith 10 pM of g lutamatet riggered apr ogressive
accumulation of GFP-Arc in the soma and then in the nucleus, thus rendering this in vitro
model ideally suited to evaluate the potential impact of Arc on glutamate-mediated histone
H3 phosphorylation. In response to glutamate, MSN transfected with GFP showed increase of
pH3 l abeling, a s pr eviously s hown (28) (Fig. 4B, upper pa nel; 4C). T his r esponse was
strongly inhibited in neurons expressing GFP-Arc (Fig. 4B, lower panel; 4C), thus indicating
that Arc overexpression alters chromatin remodeling via the inhibition of pH3. Because this
response could be du e to a ttenuation of glutamate-induced ne uronal activity, along with

inhibition of ERK activity and nuclear translocation, we investigated phosphorylated ERK in
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MSN transfected with GFP or Arc-GFP. No modification of either ERK1/2 activity or its

nuclear translocation was found in the presence of GFP-Arc (Fig. 4D-E).

Deletion of Arc alters heterochromatin domains in vivo.

Our results support that Arc is a potential modulator of chromatin remodeling. To test this in
vivo, we took advantage of the GFP-Arc knock-in mice in which the coding sequence of Arc
has be en replaced by the GFP gene (29). In ho mozygous kno ck-in (KI) mice, Arcis not
expressed and GFP serves as a reporter of Arc promoter’s activity. To validate the use of this
mouse line in our model, GFP-Arc mice of the three genotypes were treated with saline or
cocaine and Arc or GFP labeling was performed 1 hour post-injection (Suppl. Fig. 3). Wt
mice presented a strong induction of Arc in the DM lhour after cocaine and GFP was not
detected whereas the mirror image was observed in the KI mice in which cocaine increased
GFP expression in the absence of Arc. To study the role of Arc on cocaine-induced chromatin
remodeling, w e analyzed he terochromatin dom ains, w hich c orrespond t o punc ta t hat a re
highly stained with Hoechst (30-31), within the nuclei of GFP-Arc mice 1 hour after saline or
cocaine injections (Fig 5A-E). In Wt mice, cocaine reduced the number of Hoechst-positive
puncta (Fig. 5B-C) together with the area occupied by heterochromatin per nuclei (Fig. SD-
E), thus illustrating that cocaine is associated with DNA de compaction. KI mice showed a
drastic reduction of the number and size of heterochromatin domains regardless of cocaine
exposure, w hich w as c orrelated to a hi gher number of cells hi ghly s tained w ith pH 3 (not
shown). T he r emoval of A rct hus a lters t he o rganization of ¢ hromatin t o r educe D NA
compaction, which is a state that favors transcription. Since RNA polymerase II (RNA-Pol II)
is a cent ral player of the transcriptional machinery, and because chromatin organization can
influence its activity (32), we evaluated the role of Arc on the activity of RNA-Pol II. This

was done by measuring the phosphorylation levels RNA-Pol II on its c-terminal domain (33)
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in Wt and KI mice treated or not with cocaine. Cocaine triggered a strong increase of RNA-
Pol II phosphorylation in Wt mice (Fig. 5F), which is consistent with the wide spectrum of
activity-dependent gene i nductionb y cocaine ( 2). B y ¢ ontrast, K I m ices howed a

constitutively hi gh I evel of R NA-Pol II activity w ith no further inc rease de tectable upon
cocaine ex posure (Fig. 5F ). A ltogether, t his i ndicates t hat A rc h as an une xpected broad

inhibitory effect on chromatin remodeling and RNA Pol II-mediated transcription.

Arec deficiency augments behavioral sensitization to low doses of cocaine.

Chromatin r emodeling i s c ritical f or be havior a lterations i nduced b y dr ugs of abuse ( 2).
Hence, w e s tudied t he r ole of A rcinthe de velopment of 1ong-lasting adaptations a t the
behavioral level in GFP-Arc mice. We first measured the basal locomotor activity of these
mice. Wt and GFP-Arc heterozygous mice had a similar spontaneous locomotion, whereas the
GFP-Arc homozygous KI mice displayed a significantly lower locomotor activity (Fig.6A-B).
GFP-Arc mice o fthe t hree genotypes w ere t hen subjected to a protocol of ps ychomotor
sensitization induced by two injections of cocaine with a one-week interval (23; Fig. 6C).
After the first administration of cocaine ( 15 m g/kg), c ocaine increased | ocomotor response
similarly be tween W t a nd he terozygous, w hereas hom ozygous K I m ice s howed a hi gher
response ( Fig. 6D ). A fter t he s econd i njection, a 1l gr oups of mice s howed a b ehavioral
sensitization that was similar between Wt and heterozygous mice, but significantly higher in
homozygous mice (Fig. 6D). This demonstrated that a complete deficiency of Arc expression
triggers a hypersensitivity to cocaine. We reasoned that lower doses of cocaine might unmask
severe differences linked to the absence of Arc. When using 7.5 mg/kg of cocaine, we could
not de tect any di fference be tween the three genotypes in the acute l ocomotor r esponse t o
cocaine recorded after the first injection (Fig. 6E). Using this low dose of cocaine, Wt mice

did nots ensitized to cocaine whereas h eterozygous and KIm ice displayed acl ear
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psychomotor s ensitization, thus de monstrating t hat A rc d eficiency pr ecipitates be havioral

alterations induced by cocaine.



Salery et al.

DISCUSSION

The present work demonstrates a nuclear accumulation of Arc in MSN in response to cocaine.
Arc was restricted to active zones of transcription where it ¢ o-localized with pH3. In vitro,
Arc overexpression in cultured MSN altered glutamate-induced pH3, while sparing activation
of ERK. /n vivo, mice deficient for A rc s howed a de crease of h eterochromatin domains
associated to a high RNA-Pol II activity. These mice showed an e xacerbated ps ychomotor
sensitization to low doses of cocaine. Our data support that the nuclear pool of Arc influences
chromatin remodeling and participates to the homeostatic response to cocaine.

Arc induction has be en r eported i n response t o a cute o r ¢ hronic cocaine ( 34, 14 ). T he
restricted time-window of Arc expression that observed in the striatum in response to cocaine
is consistent with the tight activity-dependent c ontrol of Arc ex pression described in other
brain structures (21, 35). It is also in agreement with its rapid turnover at excitatory synapses,
which involves i ts de gradation by t he T riad3A/RNF216 ubi quitin I igase pr oteasome (36).
With regard to signaling cascades driving Arc expression, a D 1R antagonist was previously
shown to abolish Arc induction by acute cocaine (34). Herein, we confirm this observation
and further de monstrate t hat A rc i nduction also s trictly d epends on N MDAR s timulation.
Cocaine-mediated expression of Arcisthusatthe crossroad of dopa mine a nd g lutamate
inputs converging onto MSN. Consistently, we establish that Arc transcription and translation
occur dow nstream f rom E RK a ctivity, which behaves as a k ey i ntegrator of DIR and
NMDAR signaling in response to cocaine (23-25, 37). The promoter of Arc comprises two
Serum R esponse E lement ( SRE) D NA r egulatory elements that bi nds a te rnary c omplex
formed by th e tr anscription factor E lk-1 a nd t wo m olecules of S erum R esponse F actor.
Mutation of one of these SRE sites blunted the late phase of cerebellar long-term depression
(38), indicating that SRE-dependent transcription of Arc is critical for neuronal plasticity. We

previously s howed t hat E RK-mediated phos phorylation of E lk-1, which is ne cessary an d
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sufficient to trigger SRE-dependent transcription (39), was involved in cocaine-induced Arc
induction (40). Our data thus support that cocaine-mediated Arc transcription critically relies
on the ERK/EIk-1 signaling module.

Herein, we provide the first evidence that Arc clearly accumulates in the nucleus of MSN in
vivo in response to cocaine. Arc has been detected in the nucleus o f cultured hi ppocampal
neurons (12) where it translocates in an activity-dependent manner (13). Accordingly, we also
observed a n a ctivity-dependent nuc lear a ccumulation of A rc by live i maging of cul tured
MSN. To date, the role of this nuclear pool of Arc remains elusive and emerged only recently,
while its functions a t s ynaptic s ites ha ve be en e xtensively e xplored. Initial obs ervations
indicated that changes in neuronal activity increased Arc in both nuclei and soma, but Arc
was enriched in dendrites where it co-precipitates with F-actin (35). Since then, most of'its
roles in neuronal plasticity have been described at the level of synapses and involve regulation
of ¢ ytoskeleton d ynamics, A MPAR tr afficking and synaptic s trength (8-9, 41) . Although
cocaine induced a dendritic expression of Arc in the DM, we surprisingly found that the major
impact of cocaine on Arc ex pression occurred in the nucleus. This was even clearer in the
NAcc w here nu clear A rc ex pression was increased in the abs ence of c hange in dendrites.
With respect to its biochemical properties and a lack of DNA interaction consensus sequence,
Arc is not likely to bind DNA or act as a transcription factor in the nucleus (35). What is
known so far is that Arc binds to nuclear spectrin and PML bodies (12). PML bodies regulate
transcription, not ably b y ¢ ontrolling t he a vailability and hi stone a cetyl t ransferase (HAT)
activity of CBP and p300 (42), but the role of Arc within PML bodies remains controversial.
In cultured hippocampal neurons, increased neuronal activity triggers a nuclear localization of
Arc w ithin P ML bodi es, w hich de creases C BP-mediated t ranscription of G luA1 A MPAR
subunit (13). By contrast, Arc also interacts with the HAT Tip60 at PML bodies and increases

the a cetylation of H4K12 (43), a histone mark associated w ith increased transcription and
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learning and memory. We report the first in vivo demonstration of a co-localization of Arc
with pH 3, w ithin a ctive z ones of transcription in t he nuc leus of M SN a fter e xposure t o
cocaine. This histone mark is critical for the transcriptional regulation of IEGs, including c-
fos and ¢ -jun, in response to many e xtracellular s timuli (44-46). In c ultured M SN, w e
previously showed that pH3 increases at the promoter of these IEGs in response to glutamate
and is necessary for their expression. This phosphorylation event involves the nuclear kinase
MSK-1 downstream from ERK (2 7). Importantly, p H3 is also critical for c ocaine-induced
gene regulation in vivo, and is regulated by the ERK/MSKI signaling module, along with
DARPP32 nuclear translocation (20, 47). Arc overexpression in cultured MSN significantly
decreased glutamate-induced pH 3, thus s howing that A rc plays a ne gative r etro-control on
transcription. T his ne gative feedback is unlikely due to an e ffect of Arc overexpression on
AMPAR t rafficking s ince E RK a ctivation a nd nuc lear t ranslocation, w hich i nvolve
glutamate-induced endocytosis of AMPAR (48), were preserved. By contrast, Arc inhibited
glutamate-induced M SK-1 a ctivation i n t he nuc leus (Fig. S 2E). H owever, t his i nhibitory
effect was weaker than the decrease of pH3 itself, supporting that additional mechanisms are
engaged by Arc to alter pH3.

In vivo, acute coc aine triggered a decrease in heteromatin content o f Wt mice. Persistent
decreases in heterochromatin also occur after repeated cocaine, which suggests a pot ential
role of heterochromatin organization in the long-term effects of cocaine (31). In KI mice, we
found a drastic decrease of heterochromatin, thereby indicating a global relaxing of chromatin
in the absence of Arc. This was observed regardless of cocaine treatment, suggesting that low
basal levels of nuclear Arc detected in the absence of cocaine are sufficient to promote DNA
compaction. The decompaction of DNA induced by cocaine in Wt mice was associated with
an a ctivation of R NA-Pol II a ctivity, which isin agreement w ith the boos t of a ctivity-

dependent t ranscription induced by cocaine (1,2). In KImice, the c onstitutive de crease o f
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heterochromatin w as combined w ith hi gh 1 evels of R NA-Pol II activity, tw o int racellular
events favoring transcription. Altogether, these data support that Arc exerts a ne gative retro-
control on t ranscription, by limiting chromatin decompaction and RNA-Pol IT activity. This
impact of Arc on such global nuclear e vents may have important implications for its well-
known homeostatic functions.

Arc expression is correlated to neuronal processing underlying learning and memory storage
(49,50) and mice d eficient for Arc ha ve s evere de ficit i n t he c onsolidation of 1 ong-term
synaptic plasticity and memory (51). In the striatum, Arc induction is associated with early
phase of learning as well as inversion phase during reversal 1earning, s uggesting arole in
striatal plasticity underlying learning acquisition. (52,53). In the context of addiction, Arc is
increased by cocaine (14-15) or upon re-exposure to a context previously associated with the
drug (16). In rats that trained to self-administer coc aine, the 1ocal inhibition of Arcin the
dorso-lateral part of the striatum did not impact cocaine-seeking but blocked extinction of this
behavior ( 19), a r esultin a greement w ith t he increased A rc e xpression dur ing r eversal

learning and changes of rules (53).

To the be st of our kno wledge, no causal | ink has be en established be tween A rc
expression and the development of long-term behavioral alterations to cocaine. Arc induction
has been correlated to the level of psychomotor sensitization and the rate of cocaine delivery
(54). With regard to self-administration, individuals considered as vulnerable showed lower
Arc mRNA expression in the DM, whereas resilient rats displayed high mRNA levels (55).
Accordingly, we showed here that at a hi gh dose of cocaine, w hich triggers ps ychomotor
sensitization of Wt mice, leads to and increased locomotor activity and sensitization of K1
mice, revealing a pre-sensitization to the drug in the absence of Arc. This is in agreement with
the inhibitory role of Arc we established on pH 3 phosphorylation, chromatin decompaction,

and a ctivity of R NA-Polll activity. T his suggests that A rc de ficiency removes a br ake on
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chromatin remodeling and transcription of genes involved in long-term behavioral adaptation.
One can speculate that the removal of Arc recapitulates some of the molecular events taking
place in the nucleus in response to acute cocaine in Wt animal. This may predispose the brain
to over-react to subsequent cocaine exposure. Consistently, when using a low dose of cocaine
that doe s not trigger b ehavioral s ensitization in Wt mic e, mice de ficient f or A rc c learly
developed ps ychomotor s ensitization. These new facets o f Arc’s f unctions suggest t hat

modulating levels of Arc may provide interesting therapeutic approaches.
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FIGURE LEGENDS:
Figure 1 : Kinetics an d p harmacological p rofile of coc aine-induced A rc mRNA an d

protein s ynthesis i n t he s triatum. (A ) Striatal 47c mRNA 1evels w ere m easured at t he
indicated time points after saline (grey) or cocaine (20 mg/kg; black) injections. Results are
expressed as fold increase normalized to saline levels for each time point. n= 3-4 mice per
group; two-way ANOVA: interaction between treatment and time, F(s24) = 8.96, p < 0.001;
effect of treatment, F(j 24y = 66.68, p < 0.001; effect of time, Fs524) = 8.96, p <0.001, followed
by post-hoc c omparisons ( Bonferroni’s test). ** *p < 0.001, c ocaine group vs saline group;
°°°p < 0.001, °°p < 0.01, each time point vs 15’ group. (B) Representative images of the Arc
immunofluorescent s taining from brain slices prepared from mice sacrificed 1h after saline
(left) or co caine (right) adm inistration. The chosen areas to acquire h igher ma gnification
pictures of the dorso-median striatum (DM) and nucleus accumbens (NAcc) are indicated by
white rectangles and asterisks (scale bar: 500 pm). (C) Illustrative confocal images at higher
magnification of the Arc staining in the DM (left) and NAcc (right) from the areas delineated
in B (scale bar: 30 pm). (D) Quantifications of the number of Arc positive cells per mm? at
the indicated time points after saline (grey) or cocaine (black) injection in the DM (left) and
NAcc (ri ght). n =4-8 mice per group; two-way ANOVA in the D M: interaction between
treatment and time, F449) = 10.45, p < 0.001; effect of treatment, F (1 49) =49.46, p < 0.001;
effect of time, F449) = 10.75, p < 0.001 and in the NAcc: interaction between treatment and
time, F(ss5) =7.23, p < 0.001; effect of treatment, F (; 55y =26.67, p < 0.001; effect of time,
F(s55 = 18.03, p < 0.001, followed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test). ***p < 0.001

[e]e]e}

cocaine group vs saline group; °°°p < 0.001, each time point vs 15’ group. (E) Quantifications
of Arc-positive cells in the DM and N Acc from mice treated with saline or cocaine for 1h
with or without a 30 min pre-treatment with 100 mg/kg of anisomycine (aniso). n = 4-5 mice

per group; one-way ANOVA in the DM: F 5,11y = 17.46, p < 0.001 and in the NAcc F 512 =

152.9, p < 0.001, followed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test). ***p < 0.001, saline
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or anisomycin pre-treated cocaine groups vs saline pre-treated saline group. (F) Effect of a
pre-treatment with MK801 (0.1 mg/kg) or SCH23390 (0.2 mg/kg) on t he induction of Arc
protein lh after cocaine administration. n = 4-6 mice per group; one-way ANOVA in the DM:
Fi6 =12.12,p <0.001 and in the NAcc: F3,16) = 12.12, p <0.001, followed by post-hoc
comparisons ( Bonferroni’s t est). ***p <0.001, s aline, M K801 or S CH23390 pr e-treated
cocaine groups vs saline pre-treated saline group. (G) Impact of a pre-treatment with SL327
(50 m g/kg) on ¢ ocaine-induced 4rc mRNA (left panel); n= 5 m ice p er gr oup; one -way
ANOVA:F (5,12) =32.47,p < 0.001, f ollowed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test).
**%p < 0.001, s aline or SL327 pre-treated cocaine groups vs saline pre-treated saline group
and Arc protein (right panels) at 45 or 60 min cocaine post-injection, respectively. n = 8 mice
per group; one-way ANOVA in the DM: F 5,51y =23.54, p < 0.001 and in the NAcc F5,16) =
13.67, p < 0.001, followed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test). ***p < 0.001, saline

or SL327 pre-treated cocaine groups vs saline pre-treated saline group.

Figure 2: C ocaine i nduces a preferential i ncrease of A rcin the n ucleus of s triatal
neurons.

(A) Maximum z projection of a s tack of confocal images of a dendritic fragment visualized
from a MSN stained with Dyel (red) and the corresponding Arc labeling (green) detected 1h
after cocaine administration. The merge of the two signals illustrates that Arc is expressed in
the de ndritic s haft and in de ndritic s pines ( *) as expected (Scale bar: 10 um). (B) Single
confocal plan from a s triatal s lice pr epared 1h after a co caine adm inistration. Nuclei ar e
counterstained with Hoechst (blue) and Arc is detected in red. The merge shows that Arc is
expressed in somatic, dendritic and nuclear, compartments (scale bar: 10 pm). (C) Diagram
summarizing the principle of the custom routine used to separate the Arc signal outside and

within nuclei. A single confocal plan of Arc (red) and Hoechst (blue) signals is acquired after
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double s taining from the same striatal slice (left panel; scale bar 30 um). After aut omatic
detection of the nuclei, the corresponding signal is subtracted from the image acquired in the
red channel. Ther esulting ima ge correspondst ot he A rcs ignali na Il s ub-cellular
compartments except the nucleus (- nuclei) as illustrated in the insert (scale bar: 10 pm). To
isolate the Arc signal in the nucleus, the signal corresponding to the nucleus (detected in the
blue channel) is kept in the red image. Based on this automated approach the mean intensity
of the total (D), the non-nuclear (neuropile; E) and the nuclear (F) Arc signals were measured
inthe DM and expressed as pe rcentage of increase r elative t o the cor responding s aline
condition at each time point. n = 6-8 mice per group; two-way ANOVA: for total Arc signal:
interaction between treatment and time, Fss4) = 3.56, p < 0.01; effect of treatment, F(; s4) =
6.88, p < 0.05; effect of time, F (5 54y =4.65, p < 0.01, for non-nuclear Arc signal: interaction
between treatment and time, F(sss) = 3.18, p < 0.05; effect of treatment, F(; 55y = 10.25, p <
0.01; effect of time, F (s 55y = 3.18, p < 0.05; for nuclear Arc signal: effect of interaction F s ss)
=6.072,p < 0.001; effect of treatment, F(; 55y =20.25,p <0.001; effect of time, F(s5ss5) =
6.072, p < 0.001 followed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test). ***p < 0.001, *p <

[e]e]e}

0.05 cocaine group vs saline group; °°°p < 0.00 1, each time point vs 15’ group. (G) The
percentage of Arc-positive nuclei (i.e. above a fixed intensity threshold) has been calculated
at each time point after saline or cocaine administration. n = 6-8 mice per group; two-way
ANOVA: interaction between treatment and time F 445y = 5.95, p < 0.001; effect of treatment,
F4g =34.01,p< 0.001; effect of time, F445) =12.66, p < 0.001, followed by post-hoc

comparisons (Bonferroni’s test). ***p < 0.001, c ocaine group vs saline group; °°°p < 0.001,

each time point vs 15 group.

Figure 3: Within the nucleus Arc is excluded from heterochromatin and localized at the

vicinity of an active chromatin marker. (A) Representative confocal images obtained from
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a s triatal s lice p repared from a m ouse t hat ha s be en sacrificed 1h post-cocaine i njection.
Nuclei were counterstained with Hoechst (blue) and Arc is labeled in red (scale bar: 10 um).
Right panel is a close-up of the nucleus with double labeling (scale bar: 2 um). The fusion of
the t wo c hannels i llustrates t he e xclusion of A rc punc ta from nuc lear do mains w ith de nse
Hoechst 1 abeling that correspondst o1 nactive z ones of t ranscription ( referredt o as
heterochromatin). (B) Mice were sacrificed 30 min after saline or cocaine administration and
confocal sections were acquired from slices counterstained with Hoechst (blue), Arc (green)
and phospho-Ser'” histone H3 (pH3; red; scale bar: 2 pm). Upper right panel is a maximum z
projection of pile of confocal images of the nuclear Arc and pH3 signal and the lower right
panel is the same i mage displayed as a 3D view. (C) The proximity of Arc and pH3 was
analyzed in 3D. n = 17 nuclei per group; unpaired t-test. ***p < 0.001, Arc colocalized with
pH3 vs pH3 colocalized with Arc. (D) The number of cells that are immunoreactive for pH3
orArconl y andt he onest hata re pos itive f or bot h A rca nd pH 3 w as a ssessed b y
immunohistochemistry from mice that have been sacrificed 30 min (left) or 1h (right) after
cocaine administration. n =4 -5 mice per group; unpaired t test for each marker. **p < 0.01,

*p < 0.05, cocaine group vs saline group.

Figure 4: Overexpression of Arc alters histone H3, but not ERK1/2, phosphorylation in
vitro. (A) Cultured striatal neurons were transfected with cDNA encoding Arc fused to GFP.
Live imaging was performed and images were acquired before (basal) and at the indicated
time point after application of glutamate 10 pM. Note the progressive nuclear accumulation
of the GFP-Arc signal in response to glutamate. (B) Shown are r epresentative pi ctures of
neurons t ransfected w ith G FP ( top pa nels) or G FP-Arc ( bottom pa nels), t reated w ith
glutamate (glu 10 uM) for 30 m inutes to i nduce hi stone Ser'’-H3 phosphorylation (pH3).

Nuclei are counterstained with Hoechst (blue), pH3 is red, GFP in green and the merge of
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pH3 and GFP is show ont he right p anels (Scale bar: 10 pm). (C) Quantifications of the

intensity of the pH3 labeling in transfected cells stimulated of not with glutamate. Results are
expressed as % increase when compared to control neurons transfected with GFP. n =3-4
independent e xperiments per group; t wo-way A NOVA: interaction between treatment and
transfection, F (1,16) =3.48, N S; e ffect o ft reatment, F 116y = 18.54, p < 0.001; effectof
transfection, F (116) = 4.01, ns, followed by post-hoc comparisons (Bonferroni’s test). ***p <

0.001, control group (cont) vs glutamate group (glu); °p < 0.05, G FP vs GFP-Arc plasmid.
(D) Illustrations of neurons transfected as described in (B) and treated with glutamate for 10
minutes t o i nduce t he p hophorylation of E RK1/2 (pERK1/2;red; scale bar: 10 pum). (E)
Analyses of the intensity of the pERK1/2 labeling in transfected cells stimulated of not with
glutamate. n =3 -4 1 ndependent e xperiments pe r gr oup; t wo-way AN OVA: i nteraction
between treatment and transfection, F(; 12y = 0.15, ns, effect of treatment, F (; 12) = 54.94, p <

0.001; e ffect of t ransfection, F (112 =0.52,ns ,f ollowedb ypos t-hoc ¢ omparisons

(Bonferroni’s test). ***p < 0.001, control group (cont) vs glutamate group (glu).

Figure 5 : D eletion of A rcal ters h eterochromatin d omains and pr omotes the
phosphorylation o f P olymerase I1 in vivo. (A) Homozygous Knock-in GFP-Arc (KI) and
corresponding wild type littermate (Wt) were treated with saline or cocaine (20 mg/kg) and
sacrificed 1h post-injection. Shown are representative confocal images acquired in the DM of
nulcei counterstained with Hoechst and immunolabeling of Arc or GFP performed from Wt
and KIm ce, respectively. Arrowheads indicate t he nuc lei t hat w ere u sed f or s ubsequent
analyzes in which 1ow (saline-treated mice) or high (cocaine-treated mice) levels of Arcor
GFP were detectable (scale bar: 2 pm). The number of H oechst-positive puncta per nuclei
was analyzed (B) as well as the distribution (C) of the different categories of nuclei according

to t he num ber of H oechst punc ta t hey di splay. n= 800 -1000 ne urons per group; M ann-
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Whitney U test between each group. *p < 0.05, saline group vs cocaine group; °°°p < 0.001,
Wt vs KI. The total area corresponding to Hoechst-positive puncta within nuclei (in umz) was
measured (D) as well as the distribution of nuclei (E) depending on the area occupied by
heterochromatin domains. 800-1000 neurons per group; Mann-Whitney U test between each
group. **p < 0.01, s aline group vs cocaine group; °°°p <0.001, °°p<0.01, Wt vs KIL. (F) Wt
and KIm ice weret reated with saline or coc aine and sacrificed 1hl atert o studyt he
phosphorylation of the polymerase II onthe S er” of its C -terminal d omain ( p-Pol II) by
immunohistchemistry ( Scale bar: 15 pum).n= 3 -4 m ice pe r gr oup; t wo-way AN OVA:
interaction between treatment and genotype, F 111y =2.27, ns , effect of treatment, F(; 1) =
6.88, p < 0.05; effect of genotype, F1,11) =9.12, p < 0.05, followed by post-hoc comparisons

(Bonferroni’s test). *p < 0.05, saline group vs cocaine group; °p < 0.05, Wt vs KI.

Figure 6: Arc deficiency augments behavioral sensitization to low doses of cocaine. (A)
Time c ourse of basal lo comotor activity of GFP-Arc Wt (black), he terozygous (Het.; dark
grey) and homozygous knock-in (KI; grey) mice and (B) corresponding area under the curve
in arbitrary unit. n = 11 mice per group; one-way ANOVA: F; 12 =0.15 followed by post-
hoc ¢ omparisons ( Bonferroni’s t est). **p <0.01, Wtvs KI. (C) Diagram de picting th e
psychomotor sensitization protocol induced by two injections in which mice received a first
injection of cocaine after a period of habituation and a second injection a week later of the
same dos e o fc ocaine. Mice of the three genotypes ha ve be en subjected to a protocol of
psychomotor sensitization induced by two injections of cocaine at 15 mg/kg (D) or 7.5 mg/kg
(E).n= 11 m ice per group; two-way A NOVA (repeated measure over time for m atching
data): for 15 mg/kg: interaction between genotype and time, F 72y = 3.63, p < 0.01; effect of
genotype, F 272y =4.45,p < 0.05; effect of time, F 372 =64.90 p < 0.001; for 7.5 m g/kg:

interaction between genotype and time, F 75y =2.99, p < 0.05; effect of genotype, F2,75) =
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1.34,N S; e ffect of time, F 375 =67.98p < 0.001 f ollowed b y pos t-hoc ¢ omparisons
(Bonferroni’s test). “'p <0.05; " p<0.01; *** p<0.001, Day 1 vs Day 8 cocaine injection; °°

p <0.01, °p<0.05, Wt vs Het and Wt vs KI.
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Figure 2; Salery et al.
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Figure 3; Salery et al.
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Figure 4; Salery et al.
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Figure 5; Salery et al.
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Figure 6; Salery et al.
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

SUPPLEMENTARY METHODS AND MATERIALS

Animal and drugs

Mice C 57BL/6 w ere purchased from Janvier (Le Genest, St. Isle, France). Eight-week-old
males were maintained in a 12h l ight/dark cycle in stable conditions of temperature (22°C)
and hum idity (60%) w ith a ccess to food and water ad 1 ibidum. A nimal w ere a llowed t o
habituate t o the ani mal facility for one w eek priorto the ex periments. Animal car e w as
conducted in accordance with standard ethical guidelines (NIH publication no. 85-23, revised
1985 a nd E uropean C ommunity G uidelines on the C are and U se of Laboratory A nimals
(86/609/EEC)). The expe riments w ere app roved byt hel ocal et hic com mittee “C omité
d’Ethique en Experimentation Animale Charles Darwin C2EA-05". Adult Arc-GFP knock-in
mice generated in C57BL/6 background (1) were purchased from Jackson laboratory (). Arc
homozygous K nock-In (KI), he terozygous ( Het) a nd wild-type ( Wt) control mic e w ere
obtained by breeding Arc heterozygous. All experiments were conducted with 8 to 12 weeks-
old adult males.

All drugs were administrated intraperitoneally in a volume of 10 ml/kg. Cocaine hypochloride
(Sigma Adrich, St. Louis, MO) dissolved in a 0.9% NaCl (w/v) aqueous solution (saline) was
administrated at the in dicated doses. NMDA receptor a ntagonist ( MK801; 0.1 m g/kg)
dopaminergic D 1 receptor antagonist (SCH23390; 0.2 m g/kg), Anisomycin ( 100 m g/kg) or
the M EK inhibitor (SL327; 50 m g/kg) from Sigma A ldrich were administered 30 prior to

saline or cocaine injection.

Tissue preparation and Immunohistochemistry
At the indi cated times a fter dr ug tr eatments ( see figure [ egends), mice werer apidly

anesthetized w ith a n 1 ntraperitoneal i njection of pe ntobarbital ( 50 m g/kg; S anofi-Aventis,
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Paris, France) and perfused transcardially with af ixative s olution ¢ ontaining 4%

paraformaldehyde (PFA) (w/v) in 0.1 M Na,HPO4/ Na,HPO4, pH 7.5 at 4°C delivered with a
peristaltic pump at 20 ml/min for Smin. T he brain was removed from the skull, post-fixed
overnight in 4% PFA, and stored at 4°C. Sections of 30 pm thickness were cut in the frontal
plane with a vibratome (Leica, Nussloch, Germany) and kept at -20°C in a solution containing
30% ethylene glycol (v/v), 30% glycerol (v/v) and 0.1 M phos phate buffer. S ections w ere
then processed for immunohistochemistry as follows. On day I, for all proteins excepted c-
Fos, free-floating sections were rinsed three times for 10 min in Tris-buffered saline (TBS; 25
mM Tris-HCl and 0.5 M NaCl, pH 7.5) followed by a permeabilization step of 15 minin
0.2% Triton X-100 (Sigma Aldrich) in TBS. For the detection of all phosphorylated proteins,
50 mM NaF was added in buffers and incubation solutions as described previously (2). For
Arc and G FP, an a dditional bl ocking s tep w as pe rformed and after t hree rinses in T BS,
sections were incubated for one hour at RT with a blocking buffer (3% bovine serum albumin
(BSA; w/v) in TBS). After three rinses in TBS, the sections were incubated overnight at 4°C
with the primary antibodies (see primary antibodies section) in TBS or TBS containing 1%
BSA (w/v) for Arc and GFP. For pH3 detection 0.01% Tween-20 (Sigma Aldrich) was added
to t he i ncubation s olution. F or ¢ -Fos de tection, day 1 p rotocol w as s lightly m odified as
follows. Sections were rinsed three times in PBS and treated one hour at RT with a blocking
buffer (10% fetal calf serum (FCS; v/v)) in a solution in 0.5% Triton X-100 in PBS. A fter
three rinses in PBS, the sections were incubated overnight at 4°C with the primary antibody in
PBS containing 10% FCS (v/v) and 0.5% Triton X-100. On day 2, sections were rinsed three
times for 10 min in TBS (or PBS for c-Fos) and incubated for 90 min at RT in TBS (or PBS
for c-Fos) with the following secondary antibodies: goat anti-rabbit Cy3-conjugated ( 1:500;
GE Healthcare, Piscataway, NJ), goat anti-mouse Cy3-conjugated (1/500; GE Healthcare) or

goat ant i-chicken A lexa 488 ( 1/500; Invitrogen, C arlsbad, C A). For doubl el abeling
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experiments, goat anti-rabbit Alexa fluor 488 (1:500; Invitrogen) and goat anti-mouse Alexa
Fluor 488 (1:500; Invitrogen) antibodies were used. A fter three rinses in TBS (or PBS for c-
Fos), sections were incubated for 5 min with Hoechst (Invitrogen) to achieve counterstaining
of nuclei. Sections were rinsed three times for 10 min in TBS (or PBS for c-Fos) and three
times for 10 m inin T ris B uffer (0.25 M T ris) be fore mount ing in V ectashield (Vector

Laboratories).

Primary striatal cell cultures

Cultures w ere obt ained from s triata di ssected out from 14 day ol d Swiss mic e e mbryos
(Janvier). Cells w erer esuspended in N eurobasal m edium s upplemented w ith B27
(Invitrogen), 500 nM L -Glutamine, 60 pg/ml penicillin G and 25 uM B-mercaptoethanol
(Sigma A ldrich) and plated at a de nsity of 1,0 00 cells per m m? into N unc 4-well pl ates
(Dutscher, Brumath, France; for immunocytochemistry) or 8-uwell plates (Biovalley; for live
videomicroscopy) coated with 50 pg/ml poly-D-lysine (Sigma Aldrich). Cultured media were
changed at Day In Vitro (DIV) 7 and pharmacological treatments were performed at DIV by
introducing compounds directly to the medium and placing the cells at 37°C in a humidified
atmosphere of 95% air and 5% CO, for the appropriate time. Stimulations of striatal neurons

were performed by adding L-glutamic acid (Calbiochem, San Diego, CA).

Plasmids and transfection

Arc-pEGFP-C1 plasmid (referred to as A rc-GFP) w as generated by P CR from pE GFP-C1
plasmid (referred to as G FP)( GenBank A ccession num ber U 55763)us ing5’ -
GGGCTCGAGCCATGGAGCTGGACCATATGACC-3’ and 5’ -
GGGGGAATTCCTATTCAGGCTGGGTCCTGT-3’ primers. The coding sequence of mouse

Arc was subcloned between the Xhol and EcoR1 sites in C-terminal end of GFP. Transient
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transfections of A rc-GFP or G FP pl asmids w ere pe rformed by using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Cells (600/mm?) were transfected at
DIV 7 with 1 pg of DNA for 3h. Neurons were then rinsed with fresh culture medium and put

back to 37°C for 24h before pharmacological treatments.

Immunocytochemistry

At the indicated time after pharmacological treatments (see figure legends), the medium was
removed and replace by 4% paraformaldheyde (PFA) complemented with 4% sucrose for 20
min before permeabilization in a methanol/acetone (50/50) solution at 4°C for 10 min. A fter
three rinses in PBS, plates were incubated with blocking buffer (10% fetal calf serum (FCS;
v/v), 1% bovine serum albumin (BSA; w/v) in PBS) for 2h at RT for pH3 and for 1h w ith
10% normal goat serum (NGS; v/v) in PBS for other markers. After three rinses in PBS, cells
were incubated overnight at 4°C with the anti-pH3 antibody in PBS containing 1% FCS and
0.01% Tween-20 (Sigma-Aldrich) or PBS containing 1% NGS for other primary antibodies.
Plates were rinsed in PBS three times and incubated for 90 min at RT in PBS with following
secondary antibodies: goat anti-rabbit C y3-conjugated a ntibody ( 1:500; G E H ealthcare) or
goat ant i-mouse C y3-conjugated a ntibody ( 1/500; G E H ealthcare). F or doubl e | abeling
experiments goat anti-rabbit A lexa fluor 488 (1:500; Invitrogen) and goat anti-mouse A lexa
Fluor 488 ( 1:500; Invitrogen) were used. A fter three rinses in PBS, cells were incubated 5
min with Hoechst (Invitrogen) for c ounterstaining of nuclei and m ounted under c overslips

using Mowiol.

Primary antibodies
Arc expression was detected by using a mouse monoclonal antibody raised against Arc (1/30;

Santa Cruz, Arc C-7) for classic immunohistochemistry procedures and a polyclonal rabbit
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antibody raised against Arc (1/500; Synaptic System, 156 003) when immunohistochemistry
was coupled to the diolistic 1abeling o f dendrites. Polyclonal antibody against phospho-Ser-
10-H3 [(pH3) (1/500; Millipore, Billerica, MA; reference 06570)], di phospho-Thr-202/Tyr-
204-ERK1/2 (1/400; Cell Signaling T echnology, Ipswich, M A; reference: 4370), phos pho-
Thr-581-MSK-1 (1/750; Cell Signaling T echnology, 9595) were used. Phosphorylated form
of RNA Polymerase II was detected with using a rabbit pol yclonal antibody raised a gainst
phospho-S2-CTD repeat of RNA-PollI (1/10000; Abcam, Cambridge, MA, 5095). Expression
of c-Fos immediate early gene was analyzed using rabbit polyclonal antibody raised against c-
Fos (1/10000; S anta Cruz Biotechnology, Santa Cruz, C A; reference sc-52). E xpression of
GFP w as visualized by using a chicken pol yclonal anti-GFP antibody (1/1000; A ves Lab,

Tigard, Oregon USA, reference 1020).

Image acquisition and analysis

Entire he misphere r econstruction: Arc ex pression was visualized in entire he mispheres on

frontal s ections. Images w ere collected from ten a djacent s ections s paced with 120um at
various bregma coordinates (Paxinos and Franklin, 2001) along the rostro-caudal axis. Images
were acquired with a macroscope (ApoTome.2, Zeiss) Entire hemisphere image (8100 um X
6044 1 m) w as r econstructed from 256 1 mages ( 506.25 pm X 377.75 um) s titched us ing
Imagel analyzer software.

Quantification of immunoreactive cells (Immunohistochemistry): Immunoreactive cells were

quantified for each marker in the dorso-medial striatum (DM) and Nucleus Accumbens Shell
(NAcc) as 1 ndicated by w hite r ectangles on m ouse cor onal s ections at va rious br egma
coordinates along the rostro-caudal axis (see Fig. 1B) in a total of 12 different images (387.5
umx 387.5 um)peranimal (i.e.:1 imagep ers tructure, bilaterally, on three a djacent

sections). Images w ere acqui red bilaterallyi na 16 -bits r ange us ing a C onfocal Laser
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Scanning Microscope (SP5, Leica) with a 40X oil immersion objective, Zoom 1, pixel size: x
=0.38 pm, y= 0.38 pm. Quantifications w ere performed using ImageJ analyzer s oftware
taking into account the cells with immunofluorescence above a fixed threshold

Nucleus vs neuropil fluorescence intensity assessment: Images were acquired with the same

criterions a nd pa rameters de scribed i n the previous s ection. A 111 mages analyses w ere
performed in ImageJ with custom-built procedures. Nuclei are segmented by a binarization of
Hoechst signal using a user-defined threshold. Touching nuclei are s eparated by watershed
and spots with an area inferior to 15 um? or superior to 120 um? are erased in order to avoid
non-neuronal nuclei and segmentation of artifacts. The fluorescence is measured inside and
outside the nuclei masks in order to discriminate proteins levels in neuropile or in the nucleus.
The percent of positive nuclei is determined as the percent of nuclei upon a threshold defined
by user relative to the total number of nuclei.

Arc and phospho-H3 colocalization within t he nuc leus: Images w ere a cquired in the D M

bilaterally in a 16 -bits range us ing a C onfocal Laser S canning M icroscope ( SP5, Leica).
Images were taken with a 63X oil immersion objective, Zoom 4, pixel size: x = 0.06um, y =
0.06um,z = 0.21 p m. F or all i mages of Arca nd phos pho-H3 fluorescence athi gh
magnification, a deconvolution us ing M aximum Likelihood E stimation a Igorithm w as
performed with Huygens 3.6 S oftware (Scientific Volume Imaging) as described in (3) This
treatment a ims at limiti ng lig ht di ffraction, which increases the accuracy of colocalization
analyzes. 3 D s egmentation of intra nuclear Arc and pH3 spots at high resolution has been
computed thanks to the 3D Imagel Suite plugins (4) as already described in (5). The l1ocal
maxima inside the nucleus are detected and defined as seeds of the spots. Then an adaptive
threshold is automatically calculated for each object based on their intensity by measuring the
signal in concentric spheres created around the seeds. This allows detecting the contour in 3D

automatically without a user-defined threshold (5). Colocalization of Arc and pH3 spotsis
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automatically analyzed usingt he s ame pl ugins, t wo s pots w ith ove rlapping vox els a re
considered as colocalizing.

Quantification of immunoreactive cells (Immunocytochemistry): Images were acquired using

a fluorescent microscope (Zeiss, Axioskop2) with a 20X objective, Zoom 1. 10 images were
taken pe r ¢ ondition a nd e ach c ondition w as pe rformed i n dupl icate. Quantifications w ere
performed using ImageJ analyzer software taking into account the percent of transfected cells
above a fixed threshold.

Time-lapse i maging of c ultured s triatal ne urons: F or live ima ging, cultures w ere obtained

from striata dissected out from PO newborn Swiss mice processed with the same protocol than
described above (see Primary s triatal c ell ¢ ultures section). Time-lapse s equences were
collected using a Leica DM 16000 inverted microscope ( Leica) equipped with a Y okowaga
CSU-X1 s pinning di sc confocal h ead (Roper Scientific)and a 100 mW 491 nm [ aser
controlled by MetaMorph (Molecular D evices). Thes etup was en closed in at hermal
incubator s ett 03 6°C. I mages were col lected with a40X oi |l imme rsion objective.
Acquisitions were performed every minute for 15 min before and 45 min after the addition of

L-glutamic acid directly introduced in the medium.

Dendritic detection of Arc

Cartridge preparation and diolistic labeling were performed as described previously (3). Brain
sections w ere transferred to glass surface, and the be ads w ere de livered using a gene-gun
device ( Bio-Rad) through a 3 p m por e-sized filter ( Millipore), using he lium g as pr essure
(120-150 psi). Slices were kept in buffer at RT for at least 2 h be fore being processed for
immunohistochemistry. For A rc de tection, the protocol w as s lightly a dapted from c lassic
immunohistochemistry procedure as follows. On day 1, sections were rinsed three times for

10 min in TBS followed by a quick and gentle permeabilization step 3 min in 0.1 % Triton X-
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100 in TBS. A fter three rinses in TBS, sections were incubated with a blocking buffer (3%
bovine s erum albumin (BSA; w/v) in T BS). S ections w ere rinsed three times in T BS and
incubated overnight at 4°C with the primary antibodies in TBS containing 1% BSA (w/v). On
day 2, sections were rinsed three times for 10 min in TBS and incubated for 90 min at RT in
TBS with goat anti-rabbit A lexa fluor 488 ( 1:500; Invitrogen). S ections w ere rinsed t hree
times for 10 min in TBS and three times for 1 0 min in Tris B uffer (0.25 M T ris) be fore
mounting in M owiol. Images w ere acquired bi laterallyin DM in a 16 -bits r ange using a
Confocal Laser S canning M icroscope ( SP5, Leica). Images w ere t aken w itha 63X oil
immersion objective, Zoom 4, pi xel size: x = 0.06 um, y= 0.06 pm,z =0.21 pm. For all
images, d econvolution w as pe rformed w ith H uygens 3.6 S oftware (Scientific V olume
Imaging) as previously described (3). Dendrites are segmented and only the Arc signal inside

the mask is analyzed.

Striatal tissue collection and RNA isolation

At the indi cated time after tr eatments ( see figure l egends), m ice w ere s acrificed by
decapitation and striata were di ssected, s nap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C
until R NA i solation. S triata w ere hom ogenized i n 500 p 10of Qiazol™ reagent ( Qiagen,
Courtaboeuf, France) using pestle. RNA extraction was performed with RNeasy Lipid Tissue
Midi Kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. RNA concentration and quality
were measured on nanovue ™ spectrophotometer (GE Healthcare). Reverse transcription was
performed with Maxima First Strand cDNA s ynthesis kit for R T-qPCR ( Fermentas, S aint-
Rémy-les-Chevreuse, France) at 37°C for 30 min. Quantitative real-time PCR reactions were
performed using LightCycler ™ 480 S YBR Green I Master according to the manufacturer’s
protocol and run on LightCycler ™ 480 de vice (Roche D iagnostics, M eylan, France). For

each r eactions ~ 20 ng of ¢ DNA f rom i ndividual a nimal w ere us ed. T o m inimize t he
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contribution of contaminating genomic DNA, primers were designed to span exon junctions.
Amplification efficiency for each assay was determined by running a standard dilution curve.
Expression of hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase 1 (Hprt/) transcript was used
to normalize the cDNA amounts. The cycle threshold values were calculated automatically by
LightCycler ™ 480 S W 1.5 s oftware w ith de fault pa rameters. A 1l primers w ere de signed
using the NCBI primer tool arc (Forward: AATGCAGCTGAAGCAGCAGACCTG; Reverse:
TCTCAGCAGCCTTGAGACCTGGTGT), hpr t1 (Forward:

TTGCTCGAGATGTCATGAAGGA; Reverse: AGCAGGTCAGCAAAGAACTTATAG).

Locomotor activity and psychomotor sensitization

Locomotor activity was measured by using a circular corridor located in a soundproof testing
room ( Immetronic, P essac, France). Locomotor act ivity w as count ed as t he num ber o f
interruptions by the mice of two adjacent beams in a circular corridor containing four infrared
beams placed at every 90° and expressed as the number of 1/4 turns/5 min. For spontaneous
activity experiments, locomotor activity was recorded for 180 min during the first exposition
of animals to the circular corridor. In cocaine sensitization experiments, mice were placed in
the activity box for 120 min after injection of a saline solution during 3 consecutive days for
habituation be fore t he actual e xperiments were pe rformed. The protocol of ps ychomotor
sensitization consisted of two sessions of 120 min separated by one week, called day 1 and
day 8. During the day 1 session, spontaneous activity was recorded for 60 min before cocaine
injection at the indicated dose (see figure legends) and 1ocomotor activity recorded for 1 h.

One week later, on day 8, a second session was performed as described for day 1. Locomotor
sensitization w as e valuated as the recording o f locomotor activity during the 60 m in after

cocaine injection on day 1 and day 8.



Salery et al.

Statistics

All da ta a re di splayed asm ean +£S EM. The percentage of nuclear c olocalization was
expressed as ar atio of colocalized nuclear spots over the total number of nuclear spots for
each protein and analyzed w ith unpa ired S tudent’s t -test. Immunohistochemistry and r eal-
time q PCR performed for pharmacological s tudies w ere analyzed us ing one -way ANO VA
between subjects followed by the post-hoc Newman-Keuls comparisons test. Nuclear Hoechst
puncta were expressed as a ratio of Wt Saline and analyzed using one-way ANOVA followed
by the by the pos t-hoc B onferroni’s test. Immunohistochemistry and qPCR performed for
time course experiments as well as immunocytochemistry were analyzed with a mixed factor
two-way ANOVA followed by the post-hoc Bonferroni’s test. For Behavioral studies, a two-
way ANOV A repeated-measure for matching data was performed followed by the post-hoc

Bonferroni’s test.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary figure 1: Kinetics of mRNA induction by different doses of cocaine and
distribution of Arc proteins. (A) Striatal 47c mRNA levels were measured at the indicated
time points a fter injections of cocaine at 10 mg/kg (1eft) or 20 mg/kg (right). Results are
expressed as fold increase normalized to the 0 minute time point. n = 3-6 mice per group; one-
way ANOVA: for 10 mg/kg: Fs,15 = 6.03, p < 0.01; for 20 mg/kg: F(530) = 10.31, p < 0.001
followed by post-hoc comparisons (Dunnett’s test). ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05, each
time-point vs 0 min. (B) Representative images of the Arc immunofluorescent staining from
brain slices prepared form mice sacrificed 1h after saline (top panels) or cocaine (20 mg/kg;
bottom panels). For each level of the brain, the entire he mispheres have been reconstructed
based on pi ctures a cquired w ith a m acroscope a nd t he r ostro-caudal ex tension of A rc
expression is shown with the look up table Unionjack (Fiji) for better visualization of area of
intense Arc expression displayed in white (scale bar: X 500 pm). (C) Quantifications of the
number of A rc pos itive c ells pe r m m’ at the indicated time points a fter s aline ( grey) or
cocaine at 10 mg/kg (black) injection in the DM (left) and NAcc (right). n = 5 mice per group;
two-way ANOVA in the DM: interaction between treatment and time, F(s sy = 3.87, p < 0.01,
effect of treatment, F(; 56y = 9.88, p < 0.01; effect of time, F (556, = 7.28, p <0.001, and in the
NAcc: interaction between treatment and time, F(ss6) =4.18, p < 0.01, effect of treatment,
Fuse =17.34,p < 0.001; effect of time, Fs56) =11.60, p < 0.001, followed by post-hoc
comparisons ( Bonferroni’s test). ***p < 0.001; * p <0.05, cocaine group vs saline group ;
°°°p < 0.001; °°p < 0.01, each time point vs 5 min group. (D) Co-labeling of Arc (red) and c-
Fos (green) from a striatal slice obtained 1h after a s ingle injection of cocaine at 20 mg/kg.
Nuclei ar e count erstained with Hoechst ( blue) and the merge of Arcand c-Fos si gnals is
shown on t he r ight pa nel ( scale bar: 30 pm). T he num bers of cells pe r mm ? that ar e

immunopositive onl y f or A rc ( red), onl y f or ¢ -Fos ( green), or for bo th A rc a nd ¢ -Fos
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(Arc+Fos) have been quantified in the DM (bottom left) and NAcc (bottom right). n =4 mice
per group were analyzed in the DM and the NAcc using unpaired t-test. ***p < 0.001, cocaine

group vs saline group.

Supplementary figure 2: Cocaine-induced Arc expression and sub-cellular distribution
in the N Acc in vivo and i mpact of A rc ove rexpression on MS K-1 p hosphorylation in
vitro.

Based on the computer-based routine described in Fig. 2C the mean intensity of the total (A),
the non-nuclear (neuropile; B) and the nuclear (C) Arc signals were measured in the NAcc
and expressed as percentage of increase relative to the corresponding saline condition at each
time point. n =6 -8 mice per group;t wo-way ANOVA: for tot al A rc s ignal: int eraction
between treatment and time, F 439) =0.92, not significant (ns); effect of treatment, F (; 39) =
0.38, ns; e ffect of time, F 439y = 0.92, ns ; for non-nuclear A rc signal: interaction between
treatment and time, F39) = 0.86, ns ; e ffect of treatment, F(;39) = 0.25, ns ; e ffect of time,
F 439y = 0.86, ns; for nuclear Arc signal: interaction between treatment and time, F 4 39) = 2.48,
ns; effect of treatment, F(;39) =4.22, p < 0.05; effect of time, F 439) = 2.48, ns, followed by
post-hoc comparisons ( Bonferroni’s test). **p < 0.01, cocaine group vs saline group; °°p <
0.01, each time point vs 15° group. (D) The percentage of Arc-positive nuclei (i.e. above a
fixed intensity t hreshold) ha s be en calculated at each time poi nt af ter s aline or co caine
administration. n = 6-8 mice per group; two-way ANOVA: interaction between treatment and
time F 438 =3.90, p < 0.01; effect of treatment, F 135y =20.49, p < 0.001; e ffect of time,
Fuasg =5.71,p< 0.01 followed by Bonferroni’s post-hoc test. ***p <0.001; **p < 0.01,
cocaine group vs saline group; °°p < 0.01; °p <0.05, each time point vs 15 group.

(E) Cultured striatal neurons were transfected with GFP (grey) or GFP-Arc (dark) and treated
with glutamate 10 uM (glu) for 20 m inutes to induce phosphorylation of the nuclear kinase

MSK-1 (pMSK-1). The intensity of the pM SK-1 labeling was measured in transfected cells
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stimulated of not with glutamate. Results are e xpressed as % increase when compared to
control ne urons transfected with GFP. n= 3 i ndependent e xperiments per group; two-way
ANOVA: interaction between treatment and transfection, F( 5 = 6.83,p < 0.05, e ffect of
treatment, F(; gy = 19.04, p < 0.01; effect of transfection, F(; 5y =2.73, NS, followed by post-
hoc c omparisons ( Bonferroni’s test). **p < 0.0 1, control group ( cont) vs glutamate group

(glu); °p < 0.05 GFP vs GFP-Arc plasmid.

Supplementary figure 3: Cocaine-induced Arc and GFP induction in GFP-Arc mice.

Heterozygous ( GFP-Arc H et.), hom ozygous K nock-in GFP-Arc (G FP-ArcK I)an d
corresponding wild type litte rmate ( GFP-Arc W t) w ere treated with saline or co caine (20
mg/kg) for 1h and sacrificed t o pe rform i mmunolabeling of A rc or GFP on distinct br ain
slices of the same animal. Shown are representative confocal images of Arc (red; top panels)
GFP (green; bottom panels) labeling in the DM (scale bar: 30 pm). Quantifications of Arc
(top) or G FP (bottom)-positive ¢ ells w ere pe rformed. n =3 m ice pe r group; t wo-way
ANOVA: for Arc: interaction between treatment and genotype, F7) = 4.36, ns; e ffect of
treatment, F(; 7y = 11.31, p < 0.05; effect of time, F(, 7y = 17.64, p < 0.01; for GFP: interaction
between treatment and genotype, F(29) = 10.36, p < 0.01; effect of treatment, F(; 9y =25.31, p
<0.001; e ffectof time, F n9) =29.26,p < 0.001, f ollowed b y pos t-hoc ¢ omparisons

(Bonferroni’s test). **p < 0.01, ***p < 0.001 saline group vs cocaine group.
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Supplementary figure 2; Salery et al.
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Supplementary figure 3; Salery et al.

GFP-Arc Wt GFP-Arc Het. GFP-Arc Kl

[ saline
I cocaine

N
o

N W
o O

3]
c
@®
O
o
o

[y
o
*

% Arc positive cells
o

... Wt Het. KiI
... =

I cocaine

B
o

*kk

w
o

cocaine
N
o

**

=
o

% GFP positive cells
o

Wt Het. KI



Résultats supplémentaires

Régulation traductionnelle de Arc par le maillon
ERK/Mnk-1, implications pour la plasticité structurelle

induite par la cocaine.

1. Contexte

Au cours de ce travail de thése, les données obtenues concernant 1’accumulation de Arc dans
le noyau, ont rapidement orienté le projet principal vers 1’étude de sa localisation ainsi que ses
fonctions dans ce compartiment. Cependant, nos données montrent que 1’expression de Arc

est également augmentée dans les dendrites suite a 1’injection de cocaine.

Dans I’hippocampe, ’ARNm de Arc est rapidement transporté dans les dendrites en réponse a
I’activité synaptique et se localise préférentiellement au niveau des synapses précédemment
activées (Steward et al., 1998, Steward and Worley, 2001a). La protéine s’accumule dans les
dendrites en réponse a I’induction de différentes formes de plasticité et son expression est
essentielle a la consolidation de la plasticité synaptique. Arc régule ’efficacité synaptique au
travers de nombreux mécanismes et contribue a la mise en place de la plasticité synaptique
fonctionnelle et structurelle. Elle est impliquée dans la régulation de 1’endocytose des
AMPAR importante pour les processus de régulations homéostatiques de la plasticité
neuronale (Chowdhury et al., 2006). Arc participe également a la régulation de la dynamique
de ’actine et contribue ainsi aux changements de la morphologie dendritique au cours de
I’établissement de la LTP (Messaoudi et al., 2007). L’invalidation génétique totale de
I’expression de Arc conduit a des modifications de la densité et de la morphologie des épines
dendritiques (Peebles et al., 2010). Ces données issues d’études menées sur des neurones
d’hippocampe, n’ont a ce jour pas été reproduite dans le striatum. Elles suggerent cependant
tres fortement que le pool dendritique de Arc dans le striatum pourrait €tre impliquée

localement dans la régulation de la plasticité synaptique au sein des MSN.

- 158 -



L’exposition a la cocaine module 1’architecture des réseaux neuronaux au travers notamment
de changements de structure de I’arbre dendritique (Russo et al., 2010). Dans le striatum, la
cocaine induit des changements de la morphologie dendritique en modulant la densité et la
taille des épines dendritiques (Heck et al., 2014). Dans les MSN, ces changements structurels
dépendent de I’activation de la voie ERK en réponse a la cocaine (Ren et al., 2010). Des
travaux récents de I’équipe ont montré que ces changements morphologiques sont tres rapides
puisqu’une augmentation du nombre d’épines dendritiques est observée des une des 1 heure
apres une injection unique de cocaine. Ce travail s’inscrit dans le projet de these de Marc Dos
Santos, dont I'un des objectifs est d’¢lucider les mécanismes moléculaires qui sous-tendent

ces changements morphologiques rapides dans le MSN.

Nous avons émis 1’hypotheése que la protéine Arc rapidement induite dans les dendrites
pourrait étre impliquée dans ces modifications rapides de la morphologie des MSN en réponse
a la cocaine. La synthése rapide et locale de la protéine Arc est régulée en aval de différentes
voies de signalisation régulant la machinerie traductionnelle (Bramham, 2008). Comme nous
I’avons vu précédemment, la voie ERK est impliquée dans la régulation de Arc, au niveau
traductionnel, par I’intermédiaire d’un de ses substrats cytoplasmiques, la protéine Mnk-1
(Panja et al., 2009). Dans I’hippocampe, en réponse a 1’induction d’une LTP, la protéine Mnk-
1 directement phosphorylée par ERK, phosphoryle en retour le facteur d’élongation de la
traduction, elF4E. L’activation du maillon ERK/Mnk-1 est requise pour 1’établissement de la
LTP ainsi que pour I’induction de Arc dans ce protocole (Panja et al., 2009). Cette régulation
de I’expression de Arc s’exerce au niveau traductionnel puisque I’inactivation de Mnk-1
conduit a une perte d’expression de la protéine sans altérer 1’induction des messagers (Panja
et al., 2009). Nous avons envisagé que cette voie de régulation rapide de Arc pourrait étre
mise en jeu dans le striatum et jouer un role dans la genése d’épines dendritiques rapide que
nous avons mise en évidence apres une injection de cocaine. Etant donné le réle de Arc dans
la plasticité structurelle, ce mécanisme pourrait en effet rendre compte de I’influence de la
voie ERK sur la structure et le nombre des épines dendrites des MSN. En collaboration avec
Marc Dos Santos, nous avons analysé la régulation de la protéine Mnk-1 dans les neurones
striataux et I’implication du maillon ERK/Mnk-1 dans la régulation de la morphologie des

épines dendritiques en réponse a la cocaine.
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2. Résultats

a. Modeéle in vivo d’injection unique de cocaine

Dans un premier volet de cette étude, j’ai analysé 1’effet de la cocaine sur le niveau de
phosphorylation de la protéine Mnk-1 dans le striatum de souris. J’ai montré que la
phosphorylation de Mnk-1 (P-Mnk-1, Thréonine 197/202) est augmentée de maniere rapide et
transitoire dans les neurones striataux en réponse a une injection de cocaine a 20 mg/kg.
(Figure 20A) Cette activation de Mnk-1 survient dés 5 minutes apres 1’injection de cocaine
et revient a son niveau basal aprés 30 minutes (Figure 20B). Afin de déterminer si ERK est
impliqué dans I’activation de Mnk-1, j’ai étudié I’effet du SL327, un inhibiteur de MEK.
L’administration du SL327 abolit totalement I’activation de Mnk-1 par la cocaine démontrant
que celle-ci dépend de 1’activation de la voie ERK. Accord avec I’implication de ERK, mes
observations montrent que Mnk-1 et ERK sont activées dans la méme sous-population

neuronale du striatum (Figure 21).
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Figure 20 : Cinétique d’activation de Mnk-1 en réponse a la cocaine

(A) Images confocales illustratives du marquage de la protéine Mnk-1, sous sa forme
phosphorylée (P-Mnk-1, Thr197/202), 10 minutes apres une injection de solution saline (haut) ou
de cocaine (20 mg/kg) (bas). (B) Quantification du nombre de cellules P-Mnk-1 positives aux
temps indiqués aprés une injection de solution saline ou de cocaine (20 mg/kg). Données +/-
SEM, n=4 ; effet du traitement, **p<0.01, **p<0.001 ; effet du temps °°°p<0.001. Barre d’échelle :
50uM
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Figure 21: Role de ERK dans I'activation de la protéine Mnk-1

(A) Images confocales illustratives du marquage de la protéine Mnk-1 sous sa forme
phosphorylée (P-Mnk-1, Thr197/202), 10 minutes aprés une injection de solution saline ou de
cocaine chez des animaux prétraités avec le véhicule ou du SL327 (50 mg/kg). (B) Quantification
du nombre de cellules P-Mnk-1 positives aux temps indiqués apres une injection de solution
saline ou de cocaine (20 mg/kg) chez des animaux prétraités avec le véhicule ou du SL327 (50
mg/kg). Données +/- SEM, n=4 ; effet du traitement, ***p<0.001. Barre d’échelle : (A) 50uM, (B)
30uM

b. Activation in vitro du maillon pMnk-1/pelF4E

Dans un modg¢le in vitro, de cultures primaires de neurones striataux, la protéine Mnk-1 est
activée par une co-stimulation pharmacologique des D1R et NMDAR (3 pM de glutamate en
présence de 10 uM SKF38393 : stimulation G+S (Figure 22 A). Ce protocole est adapté d’un
modele in vitro de stimulation des neurones striataux, précédemment développé dans notre
équipe, qui permet in vitro, de récapituler un certain nombre des réponses moléculaires
induite par I’injection de cocaine in vivo (Pascoli et al., 2011) Suite a son activation, pMnk-1
phosphoryle le facteur d’¢élongation de la traduction elF4E (Knauf et al., 2001, Ueda et al.,
2004b). L’administration du CGP57380, un inhibiteur de Mnk-1, conduit a une perte de
I’augmentation de la phosphorylation d’eIF4E en aval de I’activation de Mnk-1 (Panja et al.,
2009) L’application de ce composé dans les cultures primaires de MSN, diminue la

phosphorylation d’elF4E par la stimulation G+S (Figure 22B).
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Figure 22: Activation du maillon pMnk-1/pelF4E dans un modele in vitro de
culture de neurones striataux

(A) Images illustratives prises en épifluorescence du marquage de la protéine Mnk-1, sous sa
forme phosphorylée (P-Mnk-1, Thr197/202), dans des neurones striataux en culture 10 minutes
apres une stimulation contréle (gauche) ou G+S (droite). (B) Détection par Western-Blot de la
forme phosphorylée de la protéine elF4E (Ser20?) en réponse a une stimulation controle ou G+S
avec ou sans prétraitement par le CGP57380 aux doses indiquées.

¢. Modele ex vivo (coll. Marc Dos Santos)

Cette partie du projet a été réalisée en collaboration avec Marc Dos Santos dans un modele
ex-vivo de tranches striatales obtenues a partir de cerveaux de souris adultes. Dans ce modele,
I’effet de la cocaine est mimé par une stimulation G+S, identique a celle utilisée in vitro.
L’application de cette stimulation permet de reproduire 1’activation de ERK observée in vivo
en réponse a la cocaine. Les travaux de Marc Dos Santos ont également montré que cette
stimulation reproduit ex vivo la pousse d’épine dendritiques rapide comme observé in vivo
dans les MSN 1 heure apres 1’exposition a la cocaine. Dans ce modéle, la protéine Mnk-1 est
activée 20 minutes aprés I’application de la co-stimulation G+S (Figure 23). Nous avons
ensuite souhaité analyser I’implication du maillon cytoplasmique ERK/Mnk-1 sur les
changements de morphologie dendritique induits par la cocaine. Les neurones sont marqués
de manicre stochastique sont marquées par un colorant lipophile, le Dyl puis visualisés en
microscopie confocale a fort grossissement (Heck et al., 2012, Heck et al., 2014)
L’application du CGP57380 inhibe 1’augmentation de la densité d’épines dendritiques induite
par la stimulation G+ S (Figure 24) démontrant I’importance de I’activation de Mkn-1 dans

les changements morphologiques.
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Figure 23: Activation de pMnk-1 dans un modele ex vivo de tranches de striatum
(A) Images illustratives du marquage de la protéine Mnk-1, sous sa forme phosphorylée (P-Mnk-
1, Thr197/202) dans des tranches de striatum, 20 minutes aprés une stimulation par le DMSO ou de
type G+S. (B) Quantification du nombre de cellules P-Mnk-1 20 minutes apres une stimulation
par le DMSO ou de type G+S. . Données +/- SEM, n=4; effet du traitement, **p<0.01. Barre
d’échelle : 10uM
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Figure 24: Effet de l'inhibition de pMnk-1 sur l'augmentation de la densité
d’épines dendritiques induite par une stimulation G+S

(A) Projection maximale d'un empilement d’images confocales d'un fragment dendritique
visualisé par un marquage au Dyel 20 minutes apres une incubation en absence (controle) ou
présence de la co-stimulation G+S sur des tranches prétraitées au CGP57380 ou au DMSO. (B)
Quantification de la densité d’épines dendritiques 20 minutes apres une stimulation par le DMSO
ou de type G+S sur des tranches prétraitées au CGP57380 (ou au DMSO. Données +/- SEM (n=3)
*p<0.05. Barre d’échelle : 10 pm

Cette étude montre pour la premiére fois que la protéine Mnk-1 est activée in vivo en réponse
a la cocaine en aval de I’activation de ERK. Les données obtenues in vitro indiquent que

Mnk-1 est impliquée dans la phosphorylation d’elF4E en réponse a une stimulation par le
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glutamate et le composé¢ CGP57380 utilis¢ a 10 um inhibe effectivement 1’activité de Mnk-1.
I1 serait intéressant d’analyser 1’effet de la cocaine sur la phosphorylation d’elF4E in vivo et
d’établir le role de Mnk-1 dans ce mécanisme. Nos données suggerent trés fortement que la
voie ERK est impliquée dans des régulations traductionnelles au travers de 1’activation de la
kinase Mnk-1. Les données obtenues dans le modele de tranches aigues de striatum montre
que I’activation de cette voie est importante pour les changements morphologiques rapides
induits par la co-stimulation des D1R et des récepteurs au glutamate. In vivo, 1’activation de
Mnk-1 en aval de ERK pourrait ainsi jouer un rdle central dans la pousse et le remodelage des
épines dendritiques observé en réponse a la cocaine. Etant donné le réle de ce module dans la
régulation de I’expression de Arc dans I’hippocampe, il serait intéressant d’analyser I’effet de
I’inhibition de Mnk-1 sur les réponses morphologiques induites par la cocaine. Cette étude
suggere donc I’implication d’un substrat cytoplasmique de ERK dans la régulation de la
plasticité structurelle induite par les drogues. Cette voie de régulation indépendante de la
transcription pourrait rendre compte de ’implication de ERK dans des processus cellulaires

rapides importants pour la mise en place de la plasticité synaptique.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La protéine Arc joue un rble central dans les processus de plasticité neuronale qui sous-
tendent I’apprentissage et la mémoire (Shepherd and Bear, 2011). Cet IEG, induit dans de
nombreux paradigmes comportementaux, est essentiel pour la mise en place de la plasticité
synaptique a long terme et la consolidation de la mémoire. S’il a été montré que 1’expression
de Arc est augmentée dans le striatum et le cortex en réponse a la cocaine, les mécanismes
impliqués dans sa régulation ainsi que son implication dans les adaptations neuronales

induites par cette drogue d’abus restent peu documentés.

Mon travail de these visait a caractériser précisément le profil et les modalités de 1’induction
de Arc par la cocaine dans le striatum et étudier son role dans les réponses moléculaires et
comportementales induites par cette drogue. Dans un premier volet de cette étude, j’ai analysé
le profil d’induction de Arc en réponse a I’administration de cocaine ainsi que les voies de
signalisation impliquées au sein des MSN. Notre étude a montré que 1’expression de Arc est
augmentée rapidement et transitoirement dans le striatum aprés une injection unique de
cocaine. J’ai également établi que cette induction dépend de la stimulation concomitante des
DIR et NMDAR ainsi que de I’activation de la voie ERK. De manicre inattendue, 1’analyse
de la localisation subcellulaire de la protéine Arc a révélé que la cocaine induit une
accumulation rapide et massive de Arc dans le compartiment nucléaire des MSN. Au sein du
noyau, Arc est exprimée dans les zones actives de transcription ou elle est colocalisée avec les
histones H3 sous leur forme phosphorylée (pH3). In vitro, dans des cultures de MSN, j’ai
montré que la surexpression de Arc diminue la phosphorylation des histones H3 induite par le
glutamate indiquant qu’elle réprime des mécanismes épigénétiques induits par ’activité
neuronale. Enfin, ’utilisation d’un mod¢le génétique d’invalidation de Arc, les souris knock-
in Arc-d2EGFP, m’a permis d’établir que I’abolition de ’expression de Arc entraine une
décompaction de la chromatine associée a une augmentation de 1’activité de la RNA Pol-II.
La perte d’expression de Arc rend les animaux hypersensibles a la cocaine et favorise le
développement d’altérations comportementales a long terme induites par de faibles doses de

cocaine (Figure 25).

Ce travail apporte la premiere démonstration d’un impact de la cocaine sur 1’adressage de Arc
vers le noyau. L’entrée massive et rapide de la protéine dans ce compartiment suggere qu’elle

est impliquée dans des événements nucléaires induits par la cocaine, un role qui n’avait jamais
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été envisagé a ce jour dans le contexte des réponses aux drogues. L’ensemble des données
obtenues in vivo et in vitro indiquent effectivement que 1’expression de Arc influence
I’organisation de la chromatine et la transcription. Enfin, ce travail permet d’établir un rdle de
Arc dans les réponses comportementales induites par la cocaine en démontrant que son
expression tend a limiter le développement de la sensibilisation locomotrice. L’ensemble de
nos résultats indique que I’induction rapide et transitoire de Arc dans le noyau contribue au
remodelage de la chromatine et aux réponses moléculaires et comportementales induites par
la cocaine. Nos données sont en faveur d’un role répresseur de Arc sur ces réponses et
suggerent qu’elle participe a une forme de plasticité homéostatique en réponse a 1’exposition a

la cocaine.

1. Régulation de I’expression de Arc par la cocaine

Le premier volet de ce travail a apporté de nouvelles données concernant le profil spatio-
temporel d’expression de Arc dans le striatum suite a une injection de cocaine. La
caractérisation précise de 1’induction de Arc par la cocaine est une étape importante dans la
compréhension de son role dans les réponses a cette drogue. La cinétique et la localisation de
cette induction sont en effet porteuses d’informations quant aux réseaux neuronaux et aux

mécanismes cellulaires dans lesquels Arc est impliquée.

a. Localisation et cinétique d’induction de la protéine Arc dans le striatum

L’influence de la cocaine sur I’expression de Arc a été rapportée au travers d’études menées
chez le rat (Fosnaugh et al., 1995, Fumagalli et al., 2006). Ces travaux montrent que la
cocaine induit une augmentation de 1’expression de la protéine et des messagers dans le
striatum, le cortex préfrontal et dans une moindre mesure dans I"hippocampe. La détection des
protéines Arc par Western-blot n’apporte cependant pas d’informations quant a leur
localisation au sein de ces régions cérébrales. Nos résultats, obtenus par immunohistochimie,
montrent que 1’expression de Arc est augmentée dans les régions ventrales et dorsales du
striatum en réponse a l’injection de cocaine. Nous observons que la protéine Arc est
majoritairement induite dans les régions médianes du striatum dorsal, et ce plus fortement que
dans le NAcc. Son expression est maximale dans les régions antérieures du DM et du NAcc et

diminue dans la portion la plus postérieure. Bien que ce soit peu discuté par les auteurs, les
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données de Fosnaugh et ses collaborateurs, obtenues par hybridation in situ, révélent une forte
expression des ARNm dans le striatum dorso-médian, qui est en accord avec nos observations

(Fosnaugh et al., 1995).

Ce travail m’a également permis d’établir la cinétique précise d’induction de Arc dans le
striatum, en réponse a la cocaine. Suite a I’injection de drogue, nous observons une
augmentation rapide et transitoire des messagers et de la protéine. Cette fenétre d’induction
restreinte est en accord avec la régulation extrémement fine de 1I’expression de Arc en réponse

aux changements d’activité neuronale (Lyford et al., 1995, Shepherd and Bear, 2011).

Nos données indiquent que la transcription de arc est activée dans des délais tres courts suite
a I’administration intrapéritonéale de cocaine. Si I’augmentation des ARNm est significative a
partir de 30 minutes, nous avons observé qu’ils tendent a augmenter dés 15 minutes. A une
dose de 10 mg/kg, les ARNm sont significativement augmentés dés 10 minutes, suggérant que
la dose de cocaine n’impacte pas uniquement I’amplitude mais également la cinétique
d’induction. Ces données sont en accord avec les observations faites dans d’autres modéeles,
notamment dans 1’hippocampe ou les ARNm sont détectés deés 15 minutes apres I’exposition a
un nouvel environnement (Guzowski et al., 1999, Ramirez-Amaya et al., 2006). Si une
induction rapide est la caractéristique commune a tous les IEG, certains d’entre eux, dont arc,
s’averent particuliérement sensibles a 1’activité synaptique et sont dits « IEG rapides ». Les
résultats que nous obtenons reflétent cette caractéristique de arc. Un mécanisme a été proposé
pour rendre compte de la transcription extrémement rapide ces IEG dits « rapides ». Pour ces
geénes, la polymérase est positionnée de manicre constitutive a proximité du promoteur et peut
ainsi étre recrutée de maniére extrémement rapide en réponse a 1’activité neuronale (Saha et
al., 2011). L’initiation de la transcription, via le recrutement de la RNA Pol-II, étant une étape
limitante de la transcription, ces geénes dits « rapides » sont induits plus précocement que
d’autres génes régulés par I’activité neuronale. Dans le cas des génes « rapides » qui codent
pour des facteurs de transcription, les auteurs proposent que ce mécanisme leur permette
d’étre induits en amont d’autres genes afin de pouvoir en controler 1I’expression (Saha et al.,
2011). Concernant, arc, les auteurs proposent que ce mécanisme sous-tende le transport
rapide de ces ARNm vers les dendrites. A la lumiére de nos données, et notamment la rapide
accumulation de Arc au noyau, ce mécanisme d’induction précoce du geéne, pourrait rendre

compte de la capacité de la protéine Arc a réguler d’autres génes induits plus tardivement.
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Notre étude montre également que la fenétre temporelle d’expression de Arc par la cocaine
est fortement restreinte. Le pic d’expression des messagers et de la protéine est trés transitoire
et rapidement suivi d’un retour au niveau basal indiquant une régulation active de leur
dégradation. Ce phénoméene s’explique notamment par les différents mécanismes de
dégradation dépendants de 1’activité qui sont impliqués dans la régulation de Arc. Nous avons
vu précédemment que le mécanisme du NMD (Giorgi et al., 2007) ainsi que I’adressage de la
protéine vers le protéasome (Mabb et al., 2014) sont importants pour le contrdle spatio-
temporel de I’induction de Arc en réponse a I’activité synaptique. Si ces mécanismes n’ont
pas été décrits dans les neurones striataux, il est fortement envisageable qu’ils soient mis en

jeu et sous-tendent I’induction transitoire de Arc en réponse aux drogues.

b. Voies de signalisation impliquées dans I’induction de Arc par la cocaine dans le

striatum

S’il a été montré que la stimulation des récepteurs dopaminergiques joue un role important
dans la régulation de Arc (Fumagalli et al., 2006), les voies de signalisation responsable de
I’induction de Arc par la cocaine demeurent inconnues. L’administration d’un antagoniste des
DIR bloque I’'induction des ARNm de Arc par la cocaine (Fosnaugh et al., 1995, Fumagalli et
al., 2006). Nos résultats confirment ces données et montrent également que cette induction est
strictement dépendante de la stimulation des NMDAR. La régulation de Arc par la cocaine
dépend donc de la convergence des signaux intracellulaires en aval des afférences
dopaminergiques et glutamatergiques. La voie ERK joue un réle important dans 1’intégration
de ces signaux dans les MSN et son activation est impliquée dans 1’induction de nombreux
IEG en réponse a la cocaine (Girault et al., 2007, Cahill et al., 2014a, Pascoli et al., 2014).
Nous montrons que cette voie est nécessaire a 1’induction de Arc par la cocaine aux niveaux
transcriptionnel et traductionnel. Ces résultats corroborent les données obtenues dans
I’hippocampe ou ’activation de la voie ERK contrdle I’induction de Arc dans des protocoles
d’induction d’une LTP (Waltereit et al., 2001, Chotiner et al., 2010). L’implication de ERK
est cohérente au vu de la composition du promoteur de arc et notamment la présence de deux
¢léments de régulation de type SRE (Serum Response Element). La mutation d’un des sites
SRE du promoteur de arc abolit la phase tardive de la LTD dans le cervelet indiquant que
I’activation transcriptionnelle de arc en aval de ces sites de régulation est essentielle pour la

mise en place de la plasticit¢ neuronale (Smith-Hicks et al., 2010). L’activation de la
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transcription au niveau des sites SRE dépend de la fixation d’un complexe formé de deux
molécules de SRF associées a un TCF tel que Elk-1. La phosphorylation de Elk-1 par ERK est
nécessaire et suffisante a I’activation de la transcription dépendante des sites SRE (Lavaur et
al., 2007). Une étude récente menée par notre équipe a montré que 1’inhibition spécifique de
Elk-1 en aval de ERK diminue I’induction des ARNm de Arc par la cocaine (Besnard et al.,
2011). Nos données démontrent donc I’importance du maillon ERK-Elk-1 dans 1’activation

transcriptionnelle de arc.

Les données obtenues au cours de ce travail de thése, suggerent que ERK pourrait également
réguler I’expression de arc en aval de la transcription SRE-dépendante, via la kinase Mnk1.
Cette protéine est une cible directe de ERK et participe a la régulation de la synthése
protéique via la phosphorylation du facteur d’élongation de la traduction, eIF4E. L activation
de Mnkl en aval de ERK est requise pour 1’induction de la LTP dans I’hippocampe (Panja et
al., 2009). Mes travaux montrent pour la premicre fois que Mnk1 est activée par la cocaine
dans le striatum en aval de ERK suggérant que ce substrat cytoplasmique de ERK pourrait
jouer un réle dans les réponses a la cocaine. Ce controle de 1’expression de Arc par le maillon
ERK/Mnk1 s’exerce au niveau traductionnel uniquement puisque I’inhibition de Mnkl
n’altére pas I’induction des ARNm (Panja et al., 2009). L’ensemble de ces données suggere
que le maillon cytoplasmique ERK/Mnk1 pourrait moduler la traduction rapide de Arc en
réponse a la cocaine. Cette voie de régulation apparait également comme un mécanisme par
lequel ERK promeut une induction rapide et massive de Arc en coordonnant les activités

transcriptionnelle et traductionnelle.

2. Localisation nucléaire de Arc

Notre étude démontre pour la premicre fois que la cocaine induit une accumulation importante
de la protéine Arc dans le noyau des neurones striataux. Nous observons également une
augmentation de son expression dans le compartiment dendritique ou son induction semble
plus modérée. L’intensité de cette augmentation est établie dans chaque compartiment par
comparaison avec l’effet d’une injection de solution saline. Si I’induction de la protéine
s’avere moins conséquente dans les dendrites, il n’est pour autant pas possible de conclure a
une implication moins grande du pool dendritique dans les réponses a la cocaine. Arc prend

part a différents mécanismes cellulaires importants pour la régulation locale de la plasticité
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synaptique (Bramham, 2008). Bien que ces mécanismes n’aient pas été décrits dans les
neurones striataux, nos observations, et notamment la présence de Arc dans les épines
dendritiques sont en faveur d’un rdle local de la protéine dans les dendrites des MSN. De la
méme manicre la régulation du transport des ARNm et de la traduction locale de la protéine
Arc, décrits dans d’autres structures, n’ont pas ¢ét¢ mis en évidence dans les neurones du

striatum.

Dans le compartiment nucléaire, I’expression de la protéine est treés fortement augmentée en
réponse a I’injection de cocaine. Ce résultat apporte de nombreuses perspectives nouvelles
quant au réle de Arc dans la plasticité neuronale et souleve également de nombreuses
questions concernant ses partenaires et fonctions au sein du noyau ou son réle reste peu étudié
a ce jour. Dés sa premicre description en 1995, Arc s’est démarquée des autres IEG par sa
localisation dendritique. La grande majorit¢ des IEG décrits a cette €époque codaient des
facteurs de transcription qui sont, par définition, trés majoritairement localisés dans le noyau
des neurones. L’originalité que représentait la présence de Arc dans les dendrites et les épines
dendritiques a rapidement suscité un vif intérét. L hypothese s’est imposée selon laquelle Arc,
rapidement induite par I’activité neuronale, pourrait agir en retour en modulant localement
I’efficacité synaptique au sein du compartiment dendritique. En parallele des nombreux
travaux visant a identifier les fonctions synaptiques de Arc, sa présence et son role dans le
compartiment nucléaire sont restés trés peu étudiés. Notre étude démontre que la présence de
Arc dans le noyau est dépendante de 1’activation des neurones striataux et suggere fortement
qu’elle régule des fonctions nucléaires importantes pour la mise en place de la plasticité
neuronale induite par la cocaine. L’entrée rapide de Arc dans le noyau en réponse a
I’activation des MSN soit par le glutamate in vitro, soit par la cocaine in vivo, souleve

différentes questions quant aux mécanismes impliqués dans sa localisation nucléaire.

a. Mécanismes d’adressage de Arc vers le noyau

Le transport des protéines vers le noyau se fait au travers des pores nucléaires soit par
diffusion passive pour les petites protéines soit par transport actif pour les plus imposantes. La
taille de Arc est compatible avec une diffusion passive, cependant, la rapidit¢ de son
accumulation nucléaire suggere fortement un transport actif. Ce type de transport dépend de
séquences d’adressage présentes dans la s€quence de la protéine qui vont permettre sa prise en

charge par les complexes protéiques impliqués dans I’'import ou I’export nucléaire. Nous
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avons vu précédemment qu’une étude menée récemment par le groupe du Pr Finkbeiner a
montré 1’existence de trois séquences régulatrices au sien de la protéine qui gouvernent sa
localisation nucléaire (Korb et al., 2013). Ces séquences de type Pat7 NLS, NES et NRD
régulent respectivement I’import, I’export et la rétention de la protéine dans le noyau. Les
cinétiques rapides d’entrée au noyau que nous observons in vivo en réponse a la cocaine sont
compatibles avec un transport actif via ces différences séquences régulatrices. Le transport de
Arc vers le noyau pourrait également dépendre de sa liaison a des protéines cargo. En accord
avec cette hypothese, une étude menée dans des lignées cellulaires a montré que la protéine
Amida, qui est impliquée dans I’apoptose, se lie a Arc et promeut sa localisation nucléaire
(Irie et al., 2000). Amida est exprimée dans le SNC et il a été¢ proposé¢ que Arc puisse
contribuer aux fonctions de cette protéine dans I’apoptose. Il n’existe, cependant, a ce jour

aucun démonstration d’une association entre ces deux protéines dans un modéle neuronal.

b. Stimuli impliqués dans la localisation nucléaire de Arc

L’accumulation nucléaire rapide que nous observons survient en réponse a une stimulation
des neurones soit par le glutamate in vitro, soit par la cocaine in vivo. L’étude de Finkbeiner a
montré que le transport de Arc vers le noyau dépend de I’activation des voies de signalisation
MEK-ERK, et PLC en réponse au BDNF (Korb et al., 2013). Dans nos deux mod¢les, il est
envisageable que I’activation de la voie ERK soit impliquée dans la régulation du trafic
nucléaire de Arc. Il est cependant difficile de répondre a cette question in vivo puisque
I’activation de la voie ERK contrdle 1’induction de la protéine. Il serait en revanche possible
d’étudier I’implication de ERK in vitro, dans un mode¢le de transfection de MSN en culture tel
que celui que nous avons utilis¢ et dans lequel la protéine Arc fusionnée a la GFP serait
exprimée indépendamment de 1’activité de ERK. Dans ce cas, 1’application d’un inhibiteur de
ERK avant le traitement par le glutamate permettrait d’évaluer le role de ERK dans la
translocation nucléaire de la protéine. Bien qu’informatives, ces expériences n’ont pas été
réalisées car notre étude étant majoritairement centrée sur la caractérisation du réle de Arc en
aval de ERK in vivo dans le contexte d’une exposition a la cocaine Il est envisageable
¢galement que des modifications post-traductionnelles de la protéine soient engagées dans sa
translocation nucléaire. Des observations issues du groupe du Pr. Bramaham indiquent que la
sumoylation de Arc diminue sa localisation nucléaire et augment son expression dans la

fraction cytoplasmique associée au cytosquelette (Bramham et al., 2010). Ces observations
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évoquées dans une revue restent non publiées a ce jour et aucun mécanisme précis n’est

proposé pour expliquer le lien entre la sumoylation de la protéine et son trafic nucléaire.

Si ’expression nucléaire de Arc augmente rapidement apres 1’injection de cocaine, elle s’est
¢galement révélée trés transitoire et revient a son niveau basal rapidement aprés son pic
d’induction. Le transport de Arc hors du noyau n’est pas associ¢ a une relocalisation
cytoplasmique puisque la diminution de I’expression nucléaire est synchrone avec la
diminution de I’expression totale de la protéine. Cette diminution dépend donc tres
certainement des mécanismes de dégradation de la protéine. Certains mécanismes de
dégradation ont été décrits dans le compartiment nucléaire et il est n’est donc pas possible
d’exclure totalement que la protéine soit dégradée en partie dans le noyau. La voie canonique
de dégradation des protéines est cependant majoritairement cytoplasmique et 1’export
nucléaire de Arc semble un prérequis important a sa dégradation. Etant donnée la finesse de la
régulation de I’expression de Arc a de multiples étapes, il est envisageable que son export soit
¢galement soumis a un contrdle étroitement li¢ a I’activité neuronale. Sa rétention ainsi que
son transport a I’extérieur du noyau par des mécanismes régulés par I’activité synaptiques
pourraient ainsi contribuer & un controle fin de sa fenétre d’induction nucléaire. Ceci semble

critique pour la régulation de ses fonctions au sein du noyau et notamment la restriction

temporelle de son activité dans ce compartiment.

3. Fonctions nucléaires de Arc

La localisation nucléaire de Arc souléve de nombreuses questions quant a sa fonction dans ce
compartiment. De nombreux IEG localisés dans le noyau agissent en tant que facteur de
transcription. Cependant, comme nous I’avons vu précédemment, il semble peu probable que
Arc exerce une telle fonction, du fait, notamment, de ses propriétés biochimiques qui ne sont
pas favorables a une interaction directe avec I’ADN (Lyford et al., 1995). Bien que n’agissant
pas en tant que facteur de transcription, Arc pourrait tout de méme participer a des régulations
transcriptionnelles au travers d’autres mécanismes cellulaires. En effet, de nombreux
arguments sont en faveur de son implication dans la régulation de I’expression des génes.
Tout d’abord, dans notre mode¢le, I’expression de Arc est maximale dans le noyau entre 30
minutes et 60 minutes aprés ’injection de cocaine qui représente une fenétre de temps

associée a I’activation transcriptionnelle de nombreux IEG en réponse a la cocaine. Ensuite,
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nous avons montré que la protéine se localise dans des zones actives de la transcription a
proximité des histones H3 sous leur forme phosphorylée qui sont des marqueurs d’activation
de la chromatine. L’ensemble de ces données indique que le profil spatio-temporel de
I’expression nucléaire de Arc est étroitement corrélé avec I’activation transcriptionnelle. D un
point de vue fonctionnel, nous avons pu établir une corrélation entre I’expression de Arc et le
niveau de phosphorylation des histones H3 ainsi que de I’activité de la RNA-Polll, deux
protéines impliquées dans la régulation de I’activité transcriptionnelle. Nos résultats sont en
accord avec les travaux de Korb et ses collaborateurs qui ont également démontré 1’influence
de I’expression nucléaire de Arc sur I’expression génique et notamment 1’expression de genes
porteurs de sites CRE dans leurs promoteurs (Korb et al., 2013). L’ensemble de ces données
apporte de nombreux arguments saillants en faveur de I’implication de Arc dans les

régulations géniques et pose la question de son mécanisme d’action au sein de ces processus.

a. Arc et la phosphorylation des histones H3, vers une régulation de mécanismes

épigénétiques ?

Du fait de sa proximité avec les histones H3 phosphorylées, nous avons émis 1’hypothése
selon laquelle Arc influencerait les mécanismes transcriptionnels au travers de régulations
épigénétiques. De maniére intéressante, nos résultats montrent que Arc exerce un controle
inhibiteur sur la phosphorylation des histones H3 au niveau de leurs résidus Ser'’. In vivo,
nous avons vu que Arc est localisée a proximité des histones H3 suggérant qu’elle pourrait
interagir avec les protéines qui régulent la phosphorylation des histones. L’activation de la
kinase MSK-1, qui est majoritairement impliquée dans ce processus (Brami-Cherrier et al.,
2005), est également diminuée lorsque la protéine Arc est surexprimée au noyau apres
transfection d’une construction GFP-Arc et stimulation des neurones par le glutamate. En
amont de MSK-1, la phosphorylation de ERK ainsi que sa translocation nucléaire ne sont en
revanche pas altérées par la surexpression de Arc. L’influence de Arc sur la phosphorylation
de H3 n’est donc pas dépendante d’une inhibition globale de la voie ERK mais d’un
mécanisme nucléaire qui interfére avec 1’activation de MSK-1 et la phosphorylation des
histones. Nos données ne permettent cependant pas de conclure quant au mécanisme par
lequel Arc diminue le niveau de phosphorylation des histones H3. Il est important de noter
que I’impact de la surexpression de Arc sur la phosphorylation de MSK-1 reste modeste en

comparaison de I’effet inhibiteur trés net exercé sur la phosphorylation des histones H3. Ceci
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suggere que l’action de Arc sur les histones implique probablement des mécanismes
moléculaires additionnels a I’inhibition de 1’activit¢é de MSK-1. La phosphorylation des
histones H3 est également régulée par les phosphatases et notamment la protéine PP-1. Une
autre hypothése serait que Arc favorise I’activité de PP-1, conduisant a une déphosphorylation
accrue des histones H3. Nos données ne permettent pas de conclure précisément sur le
mécanisme par lequel Arc régule la phosphorylation des histones mais vont tout de méme
largement en faveur d’un réle nucléaire de Arc du fait de la préservation de I’activation et de

la translocation nucléaire de ERK.

L’implication de Arc dans des régulations épigénétiques ne se limite pas aux histones H3
puisqu’une étude a récemment montré que Arc module le niveau d’acétylation des histones
H4 au niveau de leur Lysine 12 (H4K12) dans des neurones d’hippocampe en culture (Wee et
al., 2014). Dans ce mod¢le, Arc est localisée a proximité des histones H4K12 et sa
surexpression tend a augmenter leur acétylation sur ce résidu lysine. Les auteurs proposent
que Arc influence ce processus via Tip 60, une histone acétyl-transférase impliquée dans
I’acétylation des histones H4, avec laquelle Arc interagit au sein du noyau. Dans les neurones
d’hippocampe, Arc interagit également avec une autre enzyme actétyl-transférase, la protéine
CBP (Korb et al., 2013). Cette derniére étude n’établit cependant pas de lien entre
I’expression de Arc et des modifications post-traductionnelles des histones dépendantes de la
CBP. Les auteurs démontrent néanmoins que la surexpression de Arc modifie I’efficacité de
la transcription CRE-dépendante dans laquelle CBP joue un réle majeur (Korb et al., 2013).
L’ensemble de ces données démontre le lien étroit qui existe entre I’expression de Arc et les
mécanismes de régulation épigénétique de 1’expression génique. Si les travaux de Korb et de
Wee apportent la preuve d’une interaction directe de Arc avec des enzymes impliquées dans
la modification des histones, il reste difficile d’envisager son réle précis dans la régulation
leur activité in vivo. Il est important de noter que ces protéines sont impliquées dans
d’importants complexes moléculaires formés notamment avec les facteurs de transcription et
les protéines de Ila machinerie transcriptionnelle. Bien que les expériences
d’immunoprécipitation (Korb et al., 2013, Wee et al., 2014) apportent des réponses
importantes, notamment concernant la présence de Arc dans ces complexes, il est difficile de

conclure quant a une interaction spécifique avec CBP ou Tip60.

L’augmentation de la phosphorylation des histones H3 est un processus cl¢ dans le contexte
des réponses géniques induites par la cocaine et présente donc un intérét majeur dans le cadre

de notre étude. Il est cependant envisageable que Arc influence d’autres modifications post-
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traductionnelles des histones. L’exposition a la cocaine affecte de nombreux processus
épigénétiques dans les MSN, notamment le niveau d’acétylation de plusieurs résidus lysine
des histones H3 et H4 (Jordi et al., 2013). Dans les MSN, la lysine 5 des histones H4 (H4K5)
est particulicrement augmentée en réponse a un traitement aigu ou chronique par la cocaine.
Etant donné I’interaction de Arc avec certaines acétyl-transférases, il est possible d’envisager

qu’elle module 1’acétylation de certains résidus ciblés par la cocaine.

b. Arc, chromatine et ARN-Polymérase, vers une régulation de Dactivité

transcriptionnelle ?

Les modifications post-traductionnelle des histones jouent un réle central dans la régulation
de la structure de la chromatine. Ces modifications changent le niveau d’interaction entre les
histones et ’ADN et vont ainsi moduler I’état de compaction de la chromatine. La
phosphorylation des histones H3 est notamment associée a une relaxation de I’ADN qui est
favorable a D’initiation de la transcription. L’influence de Arc sur ce mécanisme nous a
conduit a envisager son implication dans les changements structurels qui accompagnent la
transcription. L’état de compaction de la chromatine est déterminant pour 1’initiation de la
transcription puisqu’il conditionne I’accessibilité de ’ADN aux protéines impliquées dans ce
processus. A D’état basal, la chromatine hautement compactée, ou hétérochromatine, est
difficilement accessible a la machinerie transcriptionnelle alors que sa forme relachée facilite

I’accés de ces protéines a I’ADN.

Nos résultats montrent que le traitement par la cocaine tend a diminuer I’espace occupé par
I’hétérochromatine dense au sein du noyau, en accord avec la transcription de nombreux IEG
suite a I’injection de cocaine. Des ¢études ont précédemment montré une diminution de
I’hétérochromatine en réponse a un traitement chronique par la cocaine, suggérant que de tels
remodelages pourraient étre impliqués dans les effets a long terme de cette drogue (Maze et
al., 2011). Chez les animaux transgéniques, la perte d’expression de Arc conduit également a
une diminution de 1’hétérochromatine, a 1’état basal ainsi qu’apres une injection de cocaine,
suggérant que 1’absence de Arc est associée a un relachement de la structure de la chromatine.
La diminution de I’espace occupée par I’hétérochromatine de maniere constitutive chez les
animaux transgéniques traités avec une solution saline démontre que la faible expression
basale de Arc dans le noyau observée en absence de cocaine est suffisante pour promouvoir la

compaction de la chromatine. L’effet de la perte d’expression de Arc sur le remodelage de la
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chromatine s’accompagne d’une modification de I’activité de la RNA Pol-II. Le changement
de I’¢état de phosphorylation de la RNA Pol-II que nous observons dans notre mode¢le
transgénique suggere que Arc participe a la régulation de la machinerie transcriptionnelle. La
partie CTD (C-Terminal Domain) de la RNA Pol-II représente un module central de
régulation de la transcription. Cette région est soumise a de nombreuses modifications post-
traductionnelles qui jouent un role important dans le contrdle de I’initiation et de 1’¢longation
de la transcription (Meinhart et al., 2005). La région CTD correspond a la répétition d’une
séquence heptapeptidique contenant 3 sérines dont le niveau de phosphorylation varie au
cours des différentes ¢tapes de la transcription selon I’état d’activité de la RNA Pol-II
(Buratowski, 2003). La phosphorylation des sérines 2 de ce motif est notamment associée a la
phase d’¢longation de la transcription. Chez les animaux sauvages, nous observons une
augmentation de la phosphorylation de ce résidu en réponse a la cocaine qui est en accord
avec le grand nombre de geénes induits suite a I’injection de cette drogue. L.’augmentation de
la phosphorylation de ce résidu chez les transgéniques indique que la perte d’expression de
Arc est corrélée a une augmentation globale de la phosphorylation de la RNA Pol-II qui est
connue pour étre associée a une activité transcriptionnelle plus intense (Meinhart et al., 2005).
Si ce résultat suggere que 1I’expression de Arc influence le niveau d’activité de cette protéine,
il ne permet cependant pas d’établir un lien précis entre Arc et la RNA Pol-II. Il est également
important de noter que I’ensemble de ces données a été obtenu in vivo chez des souris
tansgéniques qui présentent une perte d’expression totale de la protéine. Il n’est donc pas
possible de déterminer si les effets observés sont des effets développementaux, cellule-
autonome ou encore des effets systémiques résultant de la perte d’expression globale de Arc.
Ce probléme pourrait étre contourné par 1’utilisation d’un virus injecté dans le striatum qui

permettrait d’inhiber localement I’expression dans cette région avant I’exposition a la cocaine.

¢. Arc, une protéine associée au cytosquelette, vers un role structurel au sein du

noyau ?

Au travers de modeles de perte d’expression et de surexpression de la protéine, nous avons
montré qu’il existe un lien étroit entre 1’expression de Arc et des processus nucléaires
importants pour la régulation de I’expression génique. Nos données sont en accord avec les
hypotheéses qui émergent actuellement concernant le réle de cette protéine au sein du noyau.

Bien que I’ensemble de ces données converge vers I’implication de Arc dans le remodelage
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de la chromatine et les processus transcriptionnels, il apparait toutefois, a 1’heure actuelle,
difficile de déterminer le ou les mécanismes moléculaires pouvant rendre compte de son
implication dans ces différents mécanismes. Parmi les nombreuses hypotheses envisageables,
il en est une qui semble s’accorder avec un bon nombre des données collectées a ce jour.
Cette hypothese repose sur le lien étroit qui existe entre Arc et le cytosquelette et qui pourrait

sous-tendre un réle structurel de Arc au sein du noyau.

Comme son nom I’indique, Activity Regulated and Cytoskeleton-asscoiated protein, 'une des
caractéristiques principales de Arc est sa capacité a interagir avec le cytosquelette. Comme
nous I’avons vu précédemment, sa s€quence présente une forte homologie avec les Spectrine
et permet de nombreuses interactions avec des protéines du cytosquelette ou associées au
cytosquelette. Depuis I’endocytose des AMPA a la régulation de la dynamique de I’actine, la
majorité de ses fonctions décrites a ce jour impliquent une interaction avec des protéines de
structure. Il semble donc envisageable que ses fonctions dans le noyau reposent sur des

mécanismes similaires.

Le cytosquelette nucléaire, aussi appelé matrice nucléaire, est majoritairement composé
d’actine et de myosine qui sont présentes sous forme globulaire et ne forment pas de filaments
dans ce compartiment (de Lanerolle and Serebryannyy, 2011). Si la présence et les fonctions
de I’actine au sein du noyau ont été¢ longtemps débattues, elle est aujourd’hui considérée
comme un composant essentiel de I’architecture nucléaire. Parmi ses multiples fonctions,
I’actine nucléaire joue notamment un role majeur dans la régulation de la transcription (Visa
and Percipalle, 2010, de Lanerolle, 2012). Elle est associée aux complexes de remodelage de
la chromatine et participe a la dynamique de la chromatine au cours des processus de
transcription. Elle se lie également aux trois formes d’ARN polymérases et régule leur
interaction avec I’ADN et leur recrutement au cours de la transcription. Si Arc ne se lie pas
directement a 1’actine, elle est associée a celle-ci par I’intermédiaires de protéines encore
inconnues (Lyford et al., 1995). Au vu du lien étroit qu’entretient Arc avec 1’actine et de
maniere plus large avec le cytosquelette, il est possible d’envisager qu’elle soit un de ses
partenaires au sein du noyau. En faveur de cette hypothése, il a été montré que Arc interagit
avec une isoforme de B-spectrine, une protéine associée a 1’actine nucléaire (Bloomer et al.,
2007). Au travers de cette interaction, Arc favorise la formation des PML-Bodies impliqués
entre autres dans la régulation de la transcription. Cette interaction directe avec une protéine
associée a I’actine est la seule formellement démontrée dans le noyau. Dans le cytoplasme,

Arc interagit avec une autre protéine associée a I’actine, la cofiline, cette interaction contribue
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a la régulation de la dynamique de I’actine dans les dendrites (Messaoudi et al., 2007). De
manicre intéressante, la cofiline est également présente dans le noyau ou elle est impliquée
dans la régulation de I’activité de la RNA Pol-II au cours de la phase d’¢longation de la
transcription (Obrdlik and Percipalle, 2011). Elle contribue aux changements d’organisation
du réseau d’actine permettant la stabilisation de la machinerie transcriptionnelle et le
recrutement de ses cofacteurs. L’interaction entre Arc et la cofiline dans le noyau des
neurones pourrait étre un des mécanismes par lequel Arc influence 1’activité de la RNA Pol-
I1. De ce point de vue, il serait intéressant de caractériser de maniere extensive 1I’ensemble des
protéines du cytosquelette nucléaire avec lesquelles Arc est capable d’interagir et d’identifier
les régions de sa séquence impliquées dans ces interactions. En inhibant ces interactions, il
serait possible d’étudier ’importance de ces interactions pour le recrutement de la machinerie

transcriptionnelle et des complexes de remodelage de la chromatine.

De maniere plus large, ’interaction de Arc avec la matrice nucléaire pourrait expliquer une
partie des données que nous avons obtenues mais ¢galement de celles issues de récentes
¢tudes abordées dans ce chapitre. L’influence de Arc sur différents types de modifications
post-traductionnelles des histones pourrait relever d’un role structurel plus large qui
permettrait a la protéine de réguler 1’assemblage des complexes de remodelage de la
chromatine. Son interaction avec la CBP est également intéressante a la lumiere de cette
hypothése puisque CBP interagit directement avec la RNA Pol-II et favorise son recrutement
au niveau de I’ADN (Kee et al., 1996). De nombreux arguments indiquent que Arc pourrait
étre présente a proximité ou au sein des complexes de remodelage de la chromatine et de
régulation de la transcription. L implication de Arc dans le remodelage et 1’organisation de la
chromatine permettrait également d’expliquer la relaxation de la chromatine qui s’opere en

son absence chez les souris transgéniques que nous avons utilisées.

Une étude a récemment montré que Arc est capable de s’oligomériser et que les monomeres et
les oligomeéres coexistent dans les neurones (Myrum et al., 2015). Les auteurs proposent que
ce mécanisme permette a Arc de jouer un rdle de plateforme pour la formation de complexes
protéiques au sein de la cellule. Sous forme d’oligomere, Arc pourrait exercer un role de
« hub » en contribuant au rapprochement de protéines partenaires et favoriser 1’assemblage de
complexes fonctionnels dans différents compartiments de la cellule (Myrum et al., 2015). Au
sein du noyau, I’interaction de Arc avec des protéines telles que la protéine CBP, pourrait étre
impliquée dans la formation de complexes de remodelage de la chromatine. De maniére trés

intéressante, I’étude de Myrum et collaborateurs montre que les oligoméres ont un taux de
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renouvellement beaucoup plus lent que les monomeres, laissant envisager des fonctions
différentes pour ces deux structures. Les oligomeéres plus stables pourraient étre engagés dans
des adaptations cellulaires plus persistantes qui sous-tendent I’établissement de la plasticité

neuronale a long terme.

4. Arc répresseur transcriptionnel, vers une régulation homéostatique au

sein du noyau

L’ensemble de nos données converge en faveur d’un role répresseur de Arc dans la régulation
des mécanismes transcriptionnels. L’augmentation de la phosphorylation des histones H3 est
importante pour ’induction d’IEG par la cocaine et notamment c-fos (Brami-Cherrier et al.,
2005). En réprimant ce phénoméne, Arc tend a limiter 1’activité transcriptionnelle. De la
méme maniere, les données que j’ai obtenues in vivo montrent que 1’absence de Arc conduit a
une levée de répression sur des processus favorisant 1’expression génique, tel que la
décompaction de la chromatine et I’activation de la RNA Pol-II. En conséquence de ces
observations, I’augmentation d’expression de Arc doit €tre corrélée a une diminution des
réponses transcriptionnelles. Son induction en réponse a la cocaine tend donc a s’opposer a
’activation transcriptionnelle qui fait suite a I’injection de la drogue. Arc pourrait ainsi agir
en limitant I’intensité globale de la transcription et contribuer ainsi a une forme de régulation
homéostatique au sein du noyau. Cette hypotheése a progressivement émergé au fil de nos
observations et nous apparaissait d’autant plus intéressante qu’elle était en accord avec les
régulations homéostatiques exercées par Arc au niveau synaptique via I’endocytose des
AMPAR (Shepherd et al., 2006). Au cours de ce travail de thése, la publication issue du
groupe du Pr Finkbeiner (Korb et al., 2013) est venue conforter nos hypotheses en démontrant
que Arc exerce un rdle répresseur sur la transcription dépendante des sites CRE. Ces travaux
ont montré que Arc régule négativement la transcription des sous-unités GluA1 des AMPAR
et contribue ainsi a réduire le niveau d’activité synaptique global du neurone au cours d’une
exposition prolongée des neurones a une activité neuronale soutenue. A 1’inverse, les travaux
de Wee et de ses collaborateurs sont en léger désaccord avec I’hypothese d’un role répresseur
de Arc (Wee et al., 2014). Cette étude montre en effet, que Arc favorise 1’acétylation de la
lysine 12 des histones H4 qui est associée a une augmentation de I’activité transcriptionnelle

(Wang et al., 2009).
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Nos données, en faveur d’un effet répresseur de Arc sur les réponses transcriptionnelles, sont
en accord avec 1’étude de Korb et ses collaborateurs. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure
que Arc puisse exercer des effets différents selon les types de modifications post-
traductionnelles. En ligne avec ceci, il est également envisageable que Arc exerce des effets
variables sur différents types de promoteurs et contribuerait ainsi a la spécificit¢ du
programme transcriptionnel induit par ’activité neuronale. Ces questions pourraient étre
abordées par la méthode de ChiP (Chromatine immunoPrécipitation) qui permet d’analyser
les protéines liées a une portion d’ADN. Il serait envisageable d’analyser I’expression des
différentes modifications post-traductionnelle au niveau de promoteurs de genes spécifiques
chez des animaux transgéniques en comparaison aux animaux sauvages aprés un traitement
par la cocaine. Cette approche permettrait d’évaluer I’effet de la perte d’expression de Arc sur
la mise en place des réponses épigénétiques au niveau de génes impliqués dans la plasticité

neuronale.

L’effet répresseur de Arc sur les différents mécanismes abordés précédemment souleve
certaines questions. La transposition in vivo, des données obtenues in vitro indique que la
protéine Arc induite par la cocaine serait capable d’inhiber la phosphorylation des histones
H3, elle-méme induite par la cocaine. Ces deux phénoménes étant augmentés par la cocaine,
I’hypothese la plus probable serait que Arc limite I’intensité ou la durée de la phosphorylation
des histones H3. Si nos données ne permettent pas de répondre formellement a cette question,
elles apportent cependant des éléments de réponse. L’analyse des cinétiques d’induction de
Arc et de phosphorylation de H3 indique que ces deux phénomeénes sont décalés dans le temps
suite a D’injection de cocaine. La phosphorylation des histones H3 est déja tres
significativement augmentée dés 10 minutes apres I’injection de cocaine et tend a diminuer a
partir de 30 minutes pour revenir a un niveau proche du niveau basal a 60 minutes. En
revanche, I’induction de la protéine Arc, n’est significativement augmentée dans le noyau
qu’a partir de 30 minutes apres I’injection et perdure a un niveau ¢€levée a 60 minutes. En
résumé, le pic d’expression de Arc au noyau coincide avec la diminution du niveau de
phosphorylation des histones H3 en accord avec un role répresseur de Arc sur la
phosphorylation de H3. Arc agirait pour limiter la fenétre de temps dans laquelle les histones
sont phosphorylées. Un effet sur D’intensit¢ de leur phosphorylation est également

envisageable.

Nous avons analysé 1’effet de la perte d’expression de Arc sur D’intensité et la durée de la

phosphorylation des histones H3 chez les souris transgéniques et nos données préliminaires
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(nombres d’animaux des trois génotypes encore faible) indiquent que cette phosphorylation
est accrues chez les souris transgéniques par rapport aux animaux sauvages 30 minutes apres
I’injection de cocaine. D’apres ces observations préliminaires ce n’est pas le nombre de
cellules positives pour pH3 qui est augmenté mais ’intensit¢ du marquage dans les cellules
positives. Le niveau de pH3 étant encore ¢levé chez les animaux sauvages a 30 minutes, nous
souhaitons reproduire cette expérience a un temps plus tardif afin d’examiner 1’effet de la
perte d’expression de Arc sur la fenétre temporelle de phosphorylation de H3. Dans
I’hypotheése d’un rdle répresseur de Arc, le signal pH3 induit par la cocaine devrait étre
allongé en ’absence de Arc. Au regard des données comportementales obtenues par la suite,
nous souhaitons également analyser le signal pH3 en réponse a une injection de cocaine a une
dose de 7,5 mg/kg qui permet de mettre en évidence de fagon optimale I’effet de I’absence de
Arc sur les réponses comportementales induites par la cocaine. Les animaux transgéniques
étant plus sensibles que les sauvages, nous ¢émettons I’hypothése que les réponses
moléculaires a cette faible dose dévoileront des différences entre les différents génotypes qui

ne seront plus nettes que celles déja observées a 15 mg/kg.

Concernant le niveau de phosphorylation de la RNA Pol-II, il est intéressant de noter que des
tendances similaires sont obtenues en réponse a la cocaine chez les animaux sauvages et
transgéniques alors que ces deux systémes sont opposés du point de vue de 1’expression de
Arc. En effet, les animaux sauvages qui ont un niveau élevé de Arc et les animaux
transgéniques qui n’expriment pas la protéine, présentent une augmentation de la
phsophorylation de la RNA Pol-II. Comme mentionné précédemment, le modele utilisé ne
permet pas d’exclure que les effets observés soient influencés par des modifications globales
du réseau chez ces animaux constitutivement invalidés pour Arc. En parallele de cette
hypothese, nos observations peuvent également s’expliquer par le fait que la phosphorylation
de la polymérase est a un niveau trop élevé chez les sauvages traités a la cocaine pour pouvoir
détecter une augmentation supplémentaire chez les animaux transgéniques. Cette hypothése
est confortée par les résultats obtenus chez les animaux traités a la saline ou la différence est
clairement visible entre les génotypes. Cette derniére donnée indique également que
I’expression basale de Arc dans le noyau est impliquée dans une forme de répression

constitutive de la transcription.

5. Arc et les adaptations comportementales induites par la cocaine
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L’expression de Arc est corrélée aux processus neuronaux qui sous-tendent 1I’apprentissage et
la mémoire (Guzowski et al., 1999), et I’invalidation génétique de Arc conduit a d’importants
déficits de consolidation de la plasticité synaptique et de la mémoire (Plath et al., 2006). Dans
le striatum, nous avons vu précédemment que est Arc induite pendant les phases précoces de
I’apprentissage ainsi que les phases d’inversion au cours d’une tache de « Reversal learning »
(Kelly and Deadwyler, 2003, Daberkow et al., 2007). Ceci suggere que Arc pourrait étre
impliquée dans la plasticité striatale qui sous-tend 1’acquisition de nouvelles informations au
cours de I’apprentissage. Dans le contexte de I’addiction, Arc est augmentée par I’injection de
cocaine mais également lors de la réexposition a un contexte précédemment associé¢ a la
drogue (Hearing et al., 2008). Chez des rats soumis a un protocole d’auto-administration a la
cocaine , I’inhibition locale de Arc dans le striatum dorso-médian n’affecte pas la recherche
de la drogue mais bloque I’extinction de ce comportement (Hearing et al., 2011). Ces données
suggerent que 1’inhibition de Arc perturbe ’acquisition des nouvelles informations apportées
par la phase d’extinction et notamment l’indisponibilit¢ de la drogue. En accord avec
I’augmentation de Arc au cours des phases d’inversion de tache, ces données indiquant que
Arc est importante pour la capacité a s’adapter a de nouvelles régles suggérant qu’elle joue un
role important dans la flexibilité comportementale de maniere générale. Nos travaux apportent
la premicre démonstration de 1’existence d’un lien causal entre I’expression de Arc et le
développement d’adaptations comportementales en réponse a la cocaine. A des doses ¢levées
de cocaine, la perte d’expression de Arc est associée a une augmentation de [’activité
locomotrice en réponse a la premiere injection de cocaine mais également de la sensibilisation
locomotrice induite par cette drogue. Les animaux invalidés pour la protéine Arc sont donc
plus sensibles a la drogue. Cette sensibilité s’est confirmée avec 1’utilisation de doses plus
faibles pour lesquelles les animaux transgéniques développent une sensibilisation locomotrice
alors que les animaux sauvages n’en développent pas. Etant donné I’'importance de
I’environnement pour 1’expression de Arc, nous é€tudions actuellement les réponses de ces
animaux dans un protocole de préférence de place conditionnée induite par une faible dose de
cocaine. Ceci permettra de mesurer I’impact de la perte d’expression de Arc dans des
réponses fortement dépendantes du contexte. Les études menées dans des protocoles d’auto-
administration ont précédemment montré que 1’inhibition de Arc ne perturbe pas la recherche
de la drogue mais altére I’extinction de celle-ci. Ces études menées sur des animaux déja
exposés a la drogue de facon chronique n’avaient pas permis d’établir le réle de Arc dans le
striatum dans le développement des réponses a la cocaine. A cet égard, notre étude montre

pour la premicre fois que I’expression de Arc exerce un effet répresseur sur la mise en place
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d’adaptations comportementales durables a la cocaine. A cet égard, il est important de noter
que, dans le contexte de 1’auto-administration a la cocaine, les animaux considérés comme
vulnérables présentent un niveau d’expression des ARNm faible alors que les animaux
résilients présentent un niveau élevé (Quinn et al., 2015) . La protéine Arc agirait comme un

frein sur la mise en place des réponses aux drogues.

L’ensemble de ces données suggere que la protéine Arc pourrait contribuer a la régulation
homéostatique dans le cytoplasme et dans le noyau. L’induction de Arc au sein de ces
compartiments cellulaires pourrait contribuer a orchestrer différents événements cellulaires
critiques pour I’homéostasie neuronale. Arc serait ainsi impliquée dans la régulation de
mécanismes cellulaires extrémement variés depuis la modulation de I’efficacité synaptique
jusqu’a son influence sur les complexes de remodelage de la chromatine. L hypothése d’un
role majoritairement structurel de Arc permettrait d’expliquer la grande diversité des
fonctions cellulaires qu’elle régule. Induite trés rapidement par 1’activité neuronale et en
étroite interaction avec cytosquelette, Arc pourrait assurer un couplage entre les événements
synaptiques rapides et transitoires et des changements structurels importants pour la mise en

place de la réponse neuronale.
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Figure 25 : Schéma bilan récapitulant les travaux obtenus au cours du travail de
these
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INTRODUCTION

Drug addiction can be considered as a chronic and relapsing
psychiatric disorder induced by repeated pharmacological manip-
ulation of the so-called mesolimbic reward circuitry by drugs
of abuse. It can be viewed as maladaptive neural plasticity that
occurs in vulnerable individuals in response to repeated exposure
to drugs. Thus, addictive drugs change brain properties that nor-
mally permit us to adapt to environmental stimuli (Kelley, 2004;
Everitt and Robbins, 2005). By changing motivational circuitry,
addictive drugs progressively orient behavior toward drug-seeking
and drug-taking strategies that are life-long behavioral changes
(Hyman etal., 2006). The persistence of these behavioral changes
relies on alterations in gene expression, an important mech-
anism by which chronic exposure to a drug of abuse elicits
long-lasting plasticity in the brain. All drugs of abuse enhance
extracellular dopamine (DA) levels in the forebrain, especially in
the ventral part of the striatum, the nucleus accumbens (NAcc;
Di Chiara and Imperato, 1988), where they control transcrip-
tion and new protein synthesis (Robinson and Nestler, 2011)
within medium-sized spiny neurons (MSNs), the major striatal
neuron population. These DA inputs are normally activated in
response to unpredicted rewards (Schultz, 2010), and control

Despite their distinct targets, all addictive drugs commonly abused by humans evoke
increases in dopamine (DA) concentration within the striatum. The main DA Guanine
nucleotide binding protein couple receptors (GPCRs) expressed by medium-sized spiny
neurons of the striatum are the D1R and D2R, which are positively and negatively coupled
to cyclic adenosine monophosphate (CAMP)/protein kinase A (PKA) signaling, respectively.
These two DA GPCRs are largely segregated into distinct neuronal populations, where
they are co-expressed with glutamate receptors in dendritic spines. Direct and indirect
interactions between DA GPCRs and glutamate receptors are the molecular basis by
which DA modulates glutamate transmission and controls striatal plasticity and behavior
induced by drugs of abuse. A major downstream target of striatal D1R is the extracellular
signal-regulated kinase (ERK) kinase pathway. ERK activation by drugs of abuse behaves
as a key integrator of D1R and glutamate NMDAR signaling. Once activated, ERK can
trigger chromatin remodeling and induce gene expression that permits long-term cellular
alterations and drug-induced morphological and behavioral changes. Besides the classical
cAMP/PKA pathway, downstream of D1R, recent evidence implicates a cAMP-independent
crosstalk mechanism by which the D1R potentiates NMDAR-mediated calcium influx and
ERK activation. The mounting evidence of reciprocal modulation of DA and glutamate
receptors adds further intricacy to striatal synaptic signaling and is liable to prove relevant for
addictive drug-induced signaling, plasticity, and behavior. Herein, we review the evidence
that built our understanding of the consequences of this synergistic signaling for the actions
of drugs of abuse.

Keywords: receptors, addiction, dopamine, crosstalk, signaling, ERK, GPCR, striatum

glutamatergic striatal inputs that are informative of the context.
By hijacking DA release, drugs of abuse drive cortico-striatal plas-
ticity (Wickens, 2009). The search for therapeutic targets to treat
addiction has been recently encouraged by the discovery of new
cellular and molecular substrates of DA-driven signaling in the
striatum.

The main DA GPCRs expressed by MSNs of the striatum
are the DIR and D2R, which are positively and negatively cou-
pled to cyclic adenosine monophosphate (cAMP)/protein kinase
A (PKA) signaling, respectively. However, besides these classical
signaling pathways, it now becomes evident that direct and indi-
rect interactions between DA-R and glutamate receptors are the
molecular basis by which DA controls striatal plasticity and behav-
ior induced by drugs of abuse. The extracellular signal-regulated
kinase (ERK) signaling pathway, which is activated in a DA-D1R
and NMDAR dependent manner in MSNs in response to drugs
of abuse, forms the central core of striatal plasticity and adap-
tive behaviors in response to these drugs (Girault etal., 2007).
We review herein evidence from the literature indicating that
D1R-glutamate convergence onto ERK signaling in the striatum
is a critical event onto striatal plasticity in response to drugs of
abuse.
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Dopamine and glutamate crosstalk onto ERK

STRIATAL MSN AT THE JUNCTION OF DA AND GLUTAMATE
TRANSMISSION

THE DA AND GLUTAMATE HYPOTHESES OF ADDICTION

Despite their different principal targets of action, common drugs
of abuse have a shared secondary consequence on DA transmission
(Di Chiara and Imperato, 1988). Dialysis for extracellular levels
of DA in the striatum revealed large increases from basal levels
by administration of drugs abused by humans including cocaine,
amphetamine, and morphine. This increase in DA levels is signif-
icantly higher in the ventral region, NAcc, than in the dorsal part.
Both regions receive dense DA afferents from the ventral tegmen-
tal area (VTA). In a physiological context, DA transmission in the
striatum influences motor control, decision making, attention and
working memory, and learning of reward associated stimuli (Rob-
bins and Everitt, 2002). Therefore, it is believed to be involved in
disorders where these processes are perturbed such as Parkinson’s
disease (PD), Huntington’s disease, attention deficit hyperactivity
disorder (ADHD), schizophrenia, Tourette’s syndrome as well as
addiction. The DA hypothesis of addiction has gained significant
support but the precise role of DA in reward anticipation and
motivation is still under intense investigation (Wise and Bozarth,
1987). DA transmission is not believed to register the context of
the drug experience, rather it is an associative learning performed
by cortical and subcortical glutamatergic innervations to the stria-
tum, which supports this (Hyman etal., 2006). While an acute
treatment with drugs such as cocaine does not drastically alter the
concentration of glutamate liberated in the striatum, the repeated
administration or self-administration of drugs results in a potenti-
ated glutamate availability at the synapse (Pierce et al., 1996; Zhang
etal., 2001). This loss of control of glutamate transmission has
been proposed to underlie the shift in behavioral control that is
seen after repeated drug treatment (Kalivas, 2009). Importantly
these two important transmission systems engaged by drugs of
abuse, namely DA and glutamate, converge anatomically in the
striatum.

MEDIUM-SIZED SPINY NEURONS INTEGRATE DA AND GLUTAMATE
SIGNALS

The DA and glutamatergic inputs converge onto the dendrites
of the major cell type of the striatum, the MSN. The GABAer-
gic MSNs are generally divided into two groups, based in part
on their expression of either the DA D1 receptor (the D1R) or
the D2 receptor (D2R; Gerfen etal., 1990). Each MSN population
controls the striatal inhibitory output to different basal ganglia
structures forming the direct, D1 expressing, and indirect, D2
expressing, striatal projection pathways and are both acted on by
exposure to drugs of abuse (Smith etal., 2013). The MSN of the
direct pathway inhibit the substantia nigra reticulata (SNr) neu-
rons, which are GABAneurons with high basal firing rate. The
MSNs of the indirect pathway have an opposite effect because
of their inhibitory link formed by projections to the external
globus pallidus (GPe; GABergic), which in turn projects to the
subthalamic nucleus (STN; Glutamatergic). Therefore the indi-
rect pathway leads to the desinhibition of SNr. Activation of
the direct striatonigral pathway desinhibits thalamocortical neu-
rons. The indirect pathway has the opposite effect. DA reinforces
the direct pathway and inhibits the indirect pathway, leading

to harmonious functions of the basal ganglia. Recent evidence,
using genetically encoded calcium sensors, has confirmed original
assumptions that a balance exists between the direct and indirect
pathway and that generation of movements requires the initia-
tion and selection of wanted motor behaviors (Carlezon etal.,
1998; Cui etal.,, 2013). This is supported by studies where either
population were artificially activated using light activated Chan-
nel rodopsin. Impressively, when the direct pathway was activated
in this manner the mice produced more ambulation in an open
field and, accordingly, the activation of the indirect pathway lead
to an inhibition of movement (Kravitz etal., 2010). Both path-
ways are acted on by DA, and while a combinatorial effect is
undoubtedly central for the actions of drugs of abuse many stud-
ies have highlighted the antagonist relationship between them
(recently reviewed Lobo and Nestler, 2011). In general terms, the
activation of the DIR expressing MSNs promotes initiation of
motor behaviors along with drug reward and sensitizing proper-
ties, while the D2R seem to exert an inhibitory influence on these
behaviors.

STRIATAL DA RECEPTORS

Dopamine transmission is detected by Guanine nucleotide bind-
ing protein couple receptors (GPCRs), also known as seven-
transmembrane receptors. These are metabotropic receptors share
features such as the interaction with G-proteins, from which
they gain their name, and the seven alpha-helices transmembrane
domain structure that are interconnected by alternating intracel-
lular and extracellular loops. The heterotrimeric G-proteins are
formed by a combination of an a-subunit and By dimer, that can
each lead to activation of signaling effectors. Exactly how the DA
receptors couple to the G-proteins is not yet fully understood, but
two models have been proposed (Lohse etal., 2008).

The striatum contains all the subtypes of DA GPCR to different
extents (Missale etal., 1998). Since the late 1970s the DA recep-
tors have been subdivided into two families, originally based on
the prediction that one family is positively coupled to adenylyl
cyclase via Gs proteins and cAMP production, and the other to
its inhibition via Gi proteins (Kebabian and Calne, 1979). After
the identification of D1 and D2 receptors came the molecular
cloning and the subsequent discovery of a D3, D4, and D5 (pre-
viously known as the D1b in the rat). The D1R, D2R (Le Moine
and Bloch, 1995), and D5R (Rivera et al., 2002) are expressed both
in the dorsal and ventral striatum, while the D3 is preferentially
expressed in the ventral striatum (Lévesque et al., 1992). The D4R,
relatively speaking, is not as strongly expressed but is detectable in
the striatum (Ariano etal., 1997).

Focus on striatal D1R: regulation by drugs of abuse

As already stated, there is a segregation of D1R and D2R expression
in the two populations of MSNs. These two founding mem-
bers of the DA receptor family are GPCR that are distinguished
on the basis of their coupling to cAMP production and PKA-
mediated signaling (Neve etal., 2004). Although a population of
MSN exists that co-express DIR and D2R, the exact percentage
seems to depend on the method of analysis, however, estimates are
in the region of 17% in the ventral striatum (Bertran-Gonzalez
etal., 2008). Accumulated evidence suggests that from the first
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drug exposure, essential signaling, and transcriptional events nec-
essary for drug-induced alterations in behavior are set in motion
primarily in D1R 4+ MSN of the “direct” or striato-nigral, pathway
(Valjent etal., 2000; Bertran-Gonzalez etal., 2008).

The DIR is expressed in the major brain regions of the rein-
forcement learning circuitry (i.e., the cerebral cortex, limbic
system, thalamus) and within the striatum it is strongly expressed
in both dorsal and ventral regions. At the cellular level, the
DIR localizes principally along the perisynaptic neck regions
of dendritic spines (Huang etal., 1992). A similar conclusion
was drawn from immunohistochemical analysis of cortical tis-
sue from humans and primates where the D1R signal was more
“extrasynaptic” (Smiley etal., 1994). In striatal spines, the DIR
come into close proximity with the glutamate receptors at the post
synaptic density (PSD), and they are extensively interconnected
via scaffold proteins and intracellular signaling proteins.

Pre-treatment with SCH23390, a DIR antagonist, inhib-
ited acute cocaine-induced locomotor activity and prevented the
development of locomotor sensitization in a “one-shot” protocol
(Fontana etal., 1993; White etal., 1998). Later studies confirmed
that SCH23390 but not D2R antagonist raclopride, prevented the
development of locomotor sensitization to cocaine, and further-
more a contribution of the NMDAR to this behavior was identified
(Valjent et al., 2000).

Two lines of DIR KO mice lacked the acute locomotor and
stereotyped behaviors normally induced by cocaine (Xu etal,
1994; Miner etal., 1995). This altered response was specific to
D1R homozygous knockout mice since heterozygous mice still
responded (Miner etal., 1995). In a further study, the chronic
effects of cocaine were also perturbed, as the animals did not
show sensitization of the locomotor activity after repeated cocaine
administration (Xu et al., 2000). However, the D1R KO have hyper
basal-locomotor activity, which remained elevated in these studies,
so the use of a locomotor readout for cocaine’s effects may not be
as relevant as other measures. Although D1R KO mice developed
a normal conditioned place preference (CPP) to cocaine (Miner
etal., 1995), they did not develop self-administration of cocaine,
despite having learned sufficiently the operant association for food
(Caine etal., 2007). The DIR contribution to self-administration
therefore appeared to be function of the reward and whether con-
text or operant reward learning is recruited relied differentially on
functional D1R.

STRIATAL GLUTAMATE RECEPTORS

The striatum receives vast glutamatergic inputs from cortical
and subcortical regions, which converge anatomically with the
DA inputs. Early studies used various antagonists of glutamate
receptors to show role for glutamate in the development of
drug-induced behaviors (Karler etal., 1989), and lesion studies
confirmed this contribution came from the glutamate circuitry
coming from hippocampus, the PFC, and amygdala onto the NAc
(for review, Wolf, 1998). In MSNs, ionotropic and metabotrophic
glutamate receptors are expressed in close proximity to the
DA GPCR (Hara and Pickel, 2005). This morphological co-
localization of DA and glutamate receptors provides a number
of possibilities for interactions, including signaling crosstalk and
direct interaction in protein complexes.

Metabotropic glutamate receptors

Glutamate, like DA, can also activate GPCRs. Eight mGluRs are
classified into three groups based on sequence homology and
G protein interactions: group I (mGluR1l, mGluR5), group II
(mGlIuR2, mGluR3), and group III (mGluR4, mGluR6, mGluR7,
and mGluR8; Ferraguti and Shigemoto, 2006).

mGluR1 and mGluR5, which are Gq protein-coupled, are
mostly located postsynaptically (Mitrano and Smith, 2007).
Their activation induces mobilization of intracellular Ca®* stores
and activation of phospholipase C (Schoepp and Conn, 1993).
mGluR5 KO animals do not self-administer cocaine and do not
display locomotor sensitization (Chiamulera etal., 2001). Sys-
temic administration of the mGluR5 receptor antagonist, MPEP,
decreased cocaine self-administration (Kenny etal., 2003, 2005;
Lee etal.,, 2005; Platt etal., 2008) and attenuated the ability
of a priming injection of cocaine (Lee etal., 2005) or cocaine-
associated cues (Bickstrom and Hyytiid, 2007) to reinstate cocaine
seeking. Administration of MPEP into the NAcc shell attenuated
cocaine priming-induced reinstatement of drug seeking, an ani-
mal model of relapse (Kumaresan etal., 2009). Altogether these
data clearly indicated that activation of mGIuRS5, specifically in
the NAcc, may promote the reinstatement of drug seeking.

The activation of the presynaptic Group II mGluRs inhibits
cAMP and PKA signaling as they are coupled to Gi/o pro-
teins. The reduction in extrasynaptic glutamate availability after
chronic cocaine treatment and withdrawal, due to disruption of
the cysteine-glutamate exchanger, removes the tonic activation of
group 2 mGluR that would normally inhibit glutamate release.
This can explain why during reinstatement, the challenge, or
renewed drug experience or cue evokes a potentiated glutamate
response, which is not seen with an acute injection of cocaine
(Pierce etal., 1996).

The group 3 mGluR contain mGluR4, mGluR6, mGluR7, and
mGluR8 and similarly to Group 2 they are negatively coupled
to adenyl cyclase activity and found presynaptically in the gluta-
matergic terminals of the striatum. When an agonist (L-AP4) of
the group 3 mGluR was administered into the striatum of cocaine-
naive mice there was no effect on locomotor activity, however, in
mice subsequently treated with cocaine the compound was able to
prevent the induction of locomotor sensitization (Mao and Wang,
2000).

Focus on NMDAR: regulation by drugs of abuse

The ionotropic glutamate receptors are classed based on their
affinity for synthetic agonists: N-methyl-D-aspartate (NMDA),
a-amino-3-hydroxy-5-methy-4-isoxazole propionate (AMPA),
and kainate. These are ligand gated ion channels, composed of het-
eromeric complexes of four integral membrane protein subunits
and have long intracellular cytoplasmic tails. Unlike the AMPAR
or kainate receptors, the NMDAR channel is blocked by the pres-
ence of a magnesium ion in a voltage-dependent manner. In this
way they respond to the binding of glutamate only when accom-
panied by a depolarization of the post synaptic membrane (Mayer
etal., 1984). Furthermore their activation requires the binding of
a co-agonist (Kleckner and Dingledine, 1988). The NMDAR are
permeable to monovalent cations and calcium, and so provide
a major entry point for triggering Ca?*dependent intracellular
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pathways. The NMDAR subunits are grouped into classes: GluN1,
GluN2A-D, and GluN3A-B (formally denoted NR1, etc.). The dif-
ferent subunits contain different agonist binding sites, which infer
them each with a specific pharmacology. The GluN1 or GluN3
are obligatory to form the ion channel and contain the binding
site for the co-agonists glycine (Kleckner and Dingledine, 1988)
or D-serine (Mothet et al., 2000) and it is the GluN2 subunits that
contain the site for glutamate (Laube etal., 1997).

Context-dependent sensitization induced by single exposure
to cocaine is completely prevented in mice pre-treated with
the selective NMDAR antagonist, MK801, in a two-injection
protocol (Valjent etal., 2010), as well as in the repeated injec-
tion protocol (Schenk etal., 1993). Similarly, GluN1-knockdown
mice showed an attenuation of sensitization induced by cocaine
(Ramsey et al., 2008). The precise location at which NMDA recep-
torsare critical appears not to be limited to DA neurons themselves.
Mice with specific inactivation of GluN1 in DA neurons did
not show alteration of short-term sensitization, but a decreased
long-term sensitization (Engblom et al., 2008; Zweifel et al., 2008).
In contrast, expression of mutant NMDARs in D1R-containing
MSNs prevented cocaine sensitization (Heusner and Palmiter,
2005). Altogether, these observations support the hypothesis that
NMDARs located in MSNs, in the striatum, and/or on their
terminals in the VTA, as indicated by the effects of local infu-
sion of antagonists (Vezina and Queen, 2000), contribute to the
development of sensitization.

One day after acute cocaine treatment the total expression levels
of the NMDAR subunits do not change in the NAcc, however, their
subcellular localization is altered, with an increased internalization
(Schumann and Yaka, 2009). After a 3-weeks withdrawal from
repeated cocaine exposure, global expression levels and surface
expression of the NMDAR subunits are increased, specifically in
the NAcc. This indicates that during withdrawal some long-term
processes are occurring to heighten the glutamatergic receptor
levels in the NAcc.

SIGNALING CROSSTALK BETWEEN D1R AND GLUTAMATE
RECEPTORS

D1R-MEDIATED PKA REGULATION AND ITS INFLUENCE ON GLUTAMATE
RECEPTORS

An acute injection of cocaine does not increase the levels of
DI1R protein in the dorsal striatum but trigger intracellular sig-
naling cascades that are capable of modulating cell excitability
via interactions with ion channels, including the glutamatergic
AMPAR and NMDAR. In the striatum, as the D1-like family of DA
receptors are coupled to stimulatory Gy G-proteins (see Herve,
2011, for review), the most widely studied consequence of G-
protein activation downstream of DA receptors is their influence
on PKA-regulated signaling.

After the binding of DA to DIR a change in G-protein asso-
ciation enables the activation of the Ca’>*-insensitive adenylyl
cyclase 5 (AC5) isoform. The major target of cAMP is the
cAMP-dependent PKA that has many targets including the glu-
tamate receptor subunits. The duration of PKA activation is
determined by feedback loops due to the activation of phosphodi-
esterases (PDEs) that are expressed in the striatum and limit cAMP
production (Menniti etal., 2006).

Protein kinase A rapidly phosphorylates the NMDAR (Leonard
and Hell, 1997) in response to DA, even after just 30 s in presence of
a DAT inhibitor (Snyder et al., 1998). This phosphorylation occurs
at Ser®®’of the GluN1 subunit (Tingley etal., 1997). Phosphory-
lation of NMDAR subunits is a well-characterized mechanism to
control their trafficking to the membrane (Scott etal., 2001; Lau
and Zukin, 2007). Ion channels are also targeted by PKA and their
phosphorylation can alter the conductance state of the cell. PKA
mediated phosphorylation of sodium channels leads to hyper-
polarization of MSNs (Schiffmann etal., 1995), and can indirectly
diminish N and P/Q-type channel calcium currents that are largely
localized to dendrites. On the other hand, L-type currents, at the
soma, are potentiated by a PKA mechanism that boosts cellu-
lar conductance (Surmeier etal., 1995). Antagonists of the L-type
Ca?™ channels can prevent the reinstatement of cocaine seeking,
this was linked to the activation of Ca?*/CaM-dependent kinase
CaMKII and regulation of AMPAR trafficking (Anderson etal.,
2008).

PKA REGULATION OF DARPP-32 AND INFLUENCE ON GLUTAMATE
RECEPTORS

A number of the intermediates between PKA and its transmem-
brane protein targets are kinases and/or phosphatases particularly
enriched in the striatum. In the late 80s, the Greengard group
characterized many of these, including ARPP-16 (cAMP-regulated
phoshphoprotein of Mr 16), ARPP-19, ARPP-21 (regulator of
calmodulin signaling), ARPP-39, and ARPP-90 (Rap1Gap, Walaas
etal., 1989; Girault etal., 1990; Walaas and Greengard, 1993).
ARPP-16 and ARPP-19 phosphorylation was confirmed to be
strictly dependent on the DIR (Dulubova etal., 2001). DA and
cAMP regulated phosphoprotein of Mr 32kDa (DARPP-32) was
identified before many of the ARPPs and has received more atten-
tion in the context of drugs of abuse as the expression of DARPP-32
is most evident in neurons of the ventral and dorsal striatum
(Walaas et al., 1983).

In the context of addiction, the knockout mice for DARPP-32
had diminished hyper-locomotor responses at low doses of acute
cocaine (Fienberg etal., 1998; Hiroi etal., 1999). Locomotor sen-
sitization to cocaine was absent in the DARPP-32 knockout when
a two injection protocol of sensitization (TIPS) was used (Valjent
etal., 2005) but not after repeated injections (Hiroi etal., 1999).
PKA phosphorylates the Thr* residue of DARPP-32 that permits
it to act as an inhibitor of protein phosphatase I (PP1, Hemmings
etal., 1984). By this means, DARPP-32 supports PKA driven activ-
ity, in particular certain substrates such as the phosphorylation of
GluR1 at Ser®®> and GluN1 at Ser®®”. Additional phosphorylation
sites regulate DARPP-32 activity including Thr”> by Cdk5, Ser®”
by CK2, and Ser'*°by CK1 (see Walaas etal., 2011, for review).
The Thr”> phosphorylation allows DARPP-32 to regulate its own
activity by inhibiting PKA and, in basal conditions this site is
phosphorylated. The Ser®” site is located near a nuclear export
signal and aids DARPP-32 to remain outside the nucleus when
phosphorylated (Stipanovich etal., 2008). The Ser!*’residue also
allows DARPP-32 to regulate its own activity because it inhibits
the dephosphorylation of the Thr”’ site by protein phosphatase
2B (PP2B). The gene encoding DARPP-32, ppplrlb, is subject
to polymorphisms in humans that gives rise to a truncated form
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(t-DARPP-32), which lacks the Thr’? site and is associated with
schizophrenic and bipolar phenotypes (Kunii etal., 2013). These
sites are equally subject to dephosphorylation. Thr** is dephos-
phorylated by the CaN and thereby allows the activity of PP1
(Nishi etal., 1999). On the other hand, dephosphorylation of
Thr”> by PP2A, favors the phosphorylation of Thr** and PP1
inhibition. PP2A also dephosphorylates the Ser®’ residue. In the
striatum, PP2A is activated after cAMP-induced phosphorylation
of its B563 subunit.

One extensive study systematically assessed the role of the dif-
ferent residues in DARPP-32 by performing point mutations that
replaced the sites that would be normally be phosphorylated by
an alanine (Stipanovich etal., 2008). A notable effect was that
the Ser®” site in itself controls the subcellular localization of
DARPP-32. When Ser?’was mutated to alanine, DARPP-32 was
unable to be exported from the nucleus to the cytoplasm and
the opposite was observed if a phosphorylation-mimicking muta-
tion, to aspartate, was made. Both these effects were preserved
even after activation of the DIR by SKF81297. To investigate
the Ser’” mutation to alanine in vivo, mutant mice were also
generated and analyzed for alterations in cocaine-induced behav-
iors (Stipanovich etal., 2008). Firstly, the Ser’” Ala-DARPP32
mice had normal acute locomotor responses to cocaine but a
reduced locomotor sensitization to a second cocaine injection.
Secondly, cocaine-induced CPP was not observed in these mice.
Finally, this mouse line had a lower breaking point in a food
self-administration test. These findings suggested that the nuclear
shuttling of DARPP-32 is particularly important for the learned
associative behaviors for reward seeking. The contribution of
DARPP-32 in locomotor behaviors was further investigated in
conditional knockout mice for DARPP-32 expression in either the
D1R-expressing or D2R-expressing MSNs (Bateup etal., 2010).
The loss of DARPP-32 in either population prevented the induc-
tion of long term potentiation (LTP). The conditional knockout in
D1R MSNs had a diminished basal locomotor activity as measured
by the distance traveled in an open field maze, while a dis-
inhibition of activity was seen in the D2R conditional knockout.
The lack of effect on basal locomotion in the full knockout may
be interpreted as the net result of this DIR-MSN hypo-locomotor
activity plus the D2R-MSN driven hyperactivity.

D1R MODULATION OF NMDAR SIGNALING VIA SFK
When Wittman and colleagues investigated the potentiation of
NMDAR responses by clozapine (a last-resort medication for
schizophrenia which has multiple actions including on the DA
and Glu limbic system), they found that PKA inhibitors prevented
the D1R enhancement of NMDAR transmission. Similar results
were also found in presence of “PP2,” an inhibitor of the Src family
kinases (SFKs). They went on to show that the DIR stimulation
potentiated calcium influx via NMDAR containing the GluN2B
subunit (Wittmann etal., 2005). The SFK members expressed
in the CNS are Src itself, Fyn, Lyn, Lck, and Yes. Src and Fyn
are the most homologous in sequence and are both found in the
PSD, where they potentiate NMDAR currents (Kéhr and Seeburg,
1996).

Using subcellular fractionation, Dunah and Standaert (2001)
observed that the GluN2B and GluN2A contents of synaptosomal

striatal membranes were increased after stimulation of the D1R
and this was dependent on the action of protein tyrosine kinases.
GIuN2B can be phosphorylated by SFK/Fyn in vivo (Nakazawa
etal., 2001), and D1R-induced enhancement in the synaptic con-
tent of NMDAR subunits is absent in Fyn knockout mice (Dunah
etal.,2004). Yaka et al. (2002) noticed sequence homology between
certain regions in Fyn and GluN2B-ct and described a bind-
ing interaction between these two sites with the scaffold protein
RACKI that limits the ability of Fyn to phosphorylate GluN2B.
In a follow up study, the authors further characterized the impli-
cated pathways and found that, in the hippocampus, activation of
the pituitary adenylate cyclase activating peptide (PACAP) recep-
tors stimulated Gs signaling that releases RACK1 from GIuN2B
and Fyn and increased NMDAR activity. This was associated with
PACAP-induced translocation of RACK1 to the nucleus where
it induced brain derived neurotrophic factor (BDNF) expression
(Yaka etal., 2003). An interaction also exists between Fyn and
PSD-95, since the Src homology 2 (SH2) domain of Fyn binds to
the third PDZ domain of PSD-95 (Tezuka etal., 1999). PSD-95
associates with the last four amino acids of the GluN2B subunit,
which are in close proximity to the Tyr!47? residues targeted by
Fyn. In this way, PSD-95 may bring Fyn nearer to the GIuN2B sub-
unit for its phosphorylation and also regulate GluN2B trafficking.
D1R stimulation results in an increase in Fyn colocalization with
GluN2B, which is Fyn (and not Src) dependent in the PFC (Hu
etal., 2010).

Importantly, it was recently shown that DIR and NMDAR
co-stimulation, as well as cocaine in vivo, activated Fyn and phos-
phorylated GIuN2B at the Tyr'*2 residue. The activation of Fyn
was G-protein dependent, but independent of cAMP production
(Pascoli etal., 2011a). The exact mechanisms governing the acti-
vation of Fyn in the striatum are, however, not fully understood.
The SFK are found in an inactive state when they are phosphory-
lated on Tyr>?® (for mouse Fyn). The dephosphorylation of this
site and autophosphorylation at Tyr*?? leads to a conformational
change that opens the activation loop. The inactive conforma-
tion involves a binding interaction between the Fyn SH2 and SH3
domains (for review see Salter and Kalia, 2004). Therefore, the
above-mentioned interaction of PSD-95 with the SH2 domain of
Fyn may favor Fyn activation, but whether it may be a cause or
consequence is unclear.

As for the deactivation of Fyn an interesting candidate is striatal
enriched protein tyrosine phosphatase (STEP). STEP dephospho-
rylates GluN2B at Tyr'472(Snyder etal., 2005). STEP exists in two
major catalytic isoforms STEP46 and STEP61, which have distinct
N-terminus regions, and each isoform has a specific intracellular
location. STEP46 is localized in the cytosolic compartment, while
STEP63 is attached to membranes of the ER or PSD. To interact
with its substrates, STEPs must bind them using a kinase inter-
acting motif (KIM) domain. The KIM of STEP is phosphorylated
by PKA after DIR activation, at Ser160 and Ser221 in STEP61
and Ser49 for STEP46 (Paul etal., 2000). This phosphorylation
event prevents STEP binding to its substrates. The Ser160 site is
suspected to have a role in the regulation of a proteolytic cleav-
age sequence (known as PEST sequences) in STEP, whereas Ser221
and Ser46 may lose affinity for their substrates after phosphory-
lation. STEP61 KIM binds to the SH2 and N-terminus domain
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of Fyn, and dephosphorylates the Tyr*?° regulatory site but not

the Tyr>3! sites (Nguyen et al., 2002). STEP also dephosphorylates
the mitogen activated protein kinase (MAPK) extracellular-signal
regulated kinase (ERK; Pulido etal., 1998).

EXTRACELLULAR SIGNAL-REGULATED KINASE PATHWAY

A major consequence of drugs of abuse administration is acti-
vation of the MAP kinase/ERK (extracellular-signal regulated
kinase) pathway. ERK1 and ERK?2 are two closely related mitogen-
activated protein kinases (MAP-kinases), which are activated by
phosphorylation of their activation loop by MAP-kinase and ERK-
kinase (MEK 1 and 2). Valjent et al. (2000) demonstrated that acute
cocaine elicits a rapid and transient increase in ERK1/2 phos-
phorylation within the ventral and dorsal striatum that remained
after chronic administration. They further demonstrated that
ERK1/2 activation was a common feature of most drugs of abuse
(Valjent etal., 2001, 2004). Even if slight differences could be
observed in the kinetic patterns of activation, nicotine, mor-
phine, A9-tetrahydrocannabinol (THC) and psychostimulants,
increased ERK1/2 phosphorylation occurred in the reward cir-
cuitry, including the prefrontal cortex, the striatum (dorsal part
and NAc) as well as the extended amygdala. In all cases, and all
structures drug-induced ERK activation was blocked by the D1R
antagonist, SCH23390 (Valjent etal., 2004). 3,4-methylenedioxy-
methamphetamine (MDMA, also known as ecstasy), and ethanol
also activate ERK1/2 in the striatum (Salzmann etal., 2003; Ibba
etal.,2009). ERK1/2 activation induced by drugs of abuse is func-
tionally relevant since SL327, a pharmacological compound that
act on MEK and crosses the blood-brain barrier, prevented the
long-term behavioral effects of cocaine, such as CPP; Valjent et al.,
2000, or the development of locomotor sensitization (Valjent et al.,
2006a). A different MEK inhibitor, PD98059, injected into the
NAcc either before or after CPP training sessions blocks sub-
sequent amphetamine CPP expression (Gerdjikov etal., 2004).
ERK activation is also involved in the reconsolidation of drug-
associated memories since it was reactivated by exposure to the
drug-associated context and because MEK inhibition was able
to erase previously acquired CPP (Miller and Marshall, 2005;
Valjent et al., 2006b).

Striatal ERK2 activation involves both D1Rs and NMDA gluta-
mate receptors, since it is prevented by either a D1R antagonist or
in D1R knock-out mice, or by an NMDA antagonist (Valjent et al.,
2000, 2005). It is only observed in a subset of D1R-expressing
striatonigral neurons (Bertran-Gonzalez etal., 2008). Therefore,
the modality of ERK1/2 activation in MSNs has been proposed
to reflect the convergence of DA and glutamate signaling onto
MSNs, thereby placing ERK1/2 as a coincidence detector, which
detects the simultaneous arrival of contextual information coded
by corticostriatal and thalamostriatal glutamate inputs, and the
reward prediction error coded by DA neurons (Girault etal,
2007).

Whether ERK1 or ERK2 is fully responsible for the molecu-
lar responses to cocaine remains to be established. Ablation of
ERK1 in cultured cells resulted in a stimulus-dependent increase
of ERK2 signaling (Mazzucchelli et al., 2002), without altering the
basal levels of ERK2 expression. This apparent competition of
ERK1 with ERK2 signaling, that is removed in the knock-out mice,

lends the interpretation of the independent role of each isoform
complex. However, the generation of ERK1 mutant mice revealed
that removal of ERK1 results in an hypersensitivity to the reward-
ing properties of morphine and the rewarding and psychomotor
effects of cocaine (Mazzucchelli et al., 2002; Ferguson et al., 2006).
Furthermore, increased synaptic plasticity LTP was observed in the
NAcc, hippocampus, and lateral amygdala slices from ERK1 KO
mice, an effect that was specifically reversed by U0126, a selec-
tive MEK inhibitor (Mazzucchelli etal., 2002). These findings
strongly support that ERK2 is the dominant isoform for neu-
ronal plasticity and behavioral adaptations induced by addictive
drugs.

Upstream from MEK, ERK activation induced by cocaine
involves the calcium-activated guanine nucleotide exchange fac-
tor Ras-GRF1 (Fasano etal., 2009; Fasano and Brambilla, 2011).
Knock-out mice for Ras-GRF1 show a significant reduction, but
not total inhibition, of cocaine-induced ERK activation, and
locomotor sensitization. On the other hand, mice that over-
expressed Ras-GRF1 were more sensitive to cocaine treatment
than wildtype counterparts (Fasano etal., 2009; Fasano and
Brambilla, 20115 Cerovic etal., 2013). Interestingly, Ras-GRF1 is
preferentially associated with GluN2B subunits (Krapivinsky et al.,
2003). The cross talk between D1R and NMDA receptors impli-
cates a CAMP-independent pathway that increases responsiveness
of GluN2B containing NMDA receptors to glutamate (Pascoli
etal., 2011a). In striatal neurons, DIR stimulation leads to an
increase in Ca?* influx through NMDARs via SFK/Fyn-induced
phosphorylation of the GIuN2B subunit at Tyr'472, In parallel,
PKA-mediated phosphorylation of DARPP-32 promotes ERK acti-
vation through an indirect inhibition of STEP. DARPP-32 thus
prevents ERK dephosphorylation and contributes to enhanced
glutamate mediated-ERK activation (see Figure 1; Valjent etal,,
2005).

As stated above, mGIuR5 receptors seem to be critically
involved in cocaine-induced long term behavioral alterations. A
link between amphetamine-induced ERK phosphorylation and
mGluR5 was found when using a mGluR5 antagonist, MPEP,
which blocked amphetamine induction of ERK in the dorsal stria-
tum (Choe etal., 2002). Surprisingly, this inhibition was not due
to mobilization of intracellular Ca?* stores since dantrolene — a
compound that blocks intracellular Ca?* release from ryanodine-
sensitive stores — did not affect amphetamine effects. The Group
I mGluR can modulate NMDAR signaling onto ERK activation
via PKC (Niswender and Conn, 2010) and also via direct physical
interactions (Perroy etal., 2008).

An elegant work from Pascoli et al. (2011b) recently showed that
ERK activation was necessary for corticostriatal LTP induced by
electrical stimulation in slices of mice treated with cocaine admin-
istration in vivo, and that this synaptic plasticity was necessary
for locomotor sensitization (Pascoli etal., 2011b). Furthermore,
it is now well established that this long-term behavioral adapta-
tion to cocaine relies on gene regulation and new protein synthesis
(Valjent etal., 2006a).

Under basal conditions, the unphosphorylated form of
ERK1/2 is detected in the cytoplasm of neurons. Upon
cocaine administration, the active di-phosphorylated ERKs
translocate to the nucleus where they control both epigenetic
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FIGURE 1 | Cocaine, similarly to most drugs of abuse, produces long
lasting brain changes, that relie on gene expression and new protein
synthesis. These long-term neuronal adaptations take place in majority in
DA-D1R expressing MSNs that belong to the direct pathway. The ERK
pathway is central in this striatal plasticity, and detects a combination of
glutamate and DA signals that are essential for long lasting modifications.
Cocaine-induced ERK activation depends on complex cascade of
phosphorylation events downstream D1-R. Importantly, the triggering event
in ERK activation depends on a non-canonical signaling pathway that
associates Fyn-induced phosphorylation of GIuN2B and increases in
calcium influx into D1-R MSNs. The duration and maintenance of ERK
activation occurs via cAMP/PKA pathway. The cAMP/PKA pathway,
downstream D1 receptors (left panel) triggers deactivation of
phosphatases, PP1 on one hand via DARPP-32, and STEP on the other
hand (Valjent etal., 2005). By controling the activity of the tyrosine kinase
Fyn and the dual specificity protein kinase MEK, this signaling cascade
intervenes in the state of phosphorylation of ERK downstream DA-D1R
stimulation. However, we propose that triggering ERK activation depends
on a “non-canonical signaling” pathway downstream D1-R (right panel). A
cAMP-independent activation of Fyn produces tyrosine phosphorylation of
GluB2B subunit of NMDA-Rs that in turn facilitates calcium influx (Pascoli
etal., 2011a), and activation of the calcium-sensitive Ras-guanine releasing
factor (Ras-GRF1) that activates the MEK/ERK pathway (Fasano and
Brambilla, 2011). Upon cocaine stimulation ERK translocates to the nucleus
where it controls epigenetic and genetic programs. Among the latter, the
transcription factor Elk-1 is a component of the ternary complex factor,
which binds to SRE (Besnard etal., 2011a). ERK1/2 also phosphorylates the
nuclear kinase MSK1which appears to play a prominent role in
phosphorylation of histone H3 and cAMP-response element-binding
(CREB) protein (Brami-Cherrier etal., 2005). This leads to the expression of
immediate-early genes, which are particularly sensitive to CREB (e.g., cFos)
or ternary complex factor (e.g., Zif268 a.k.a. Egr-1). These two nuclear
pathways downstream from ERK have distinct roles in long-term behavioral
adaptations (see text). DA-GPCR and NMDAR, in particular D1R and GIuN1,
oligomerization has been documented in heterologous systems,
hippocampal, and striatal tissues after cocaine exposure. The role of
D1R-GIuN1 interaction in ERK activation and downstream molecular events
remains to be established.

and genetic responses. This cyto-nuclear shuttling of ERK
involves clathrin-dependent endocytosis originating from glu-
tamate AMPA receptors (AMPAR) endocytosis (Trifilieff etal.,
2009). Within the nucleus ERK2 can phosphorylate several nuclear
kinases, including p90 ribosomal protein S6 kinases (RSK1/2)
and the mitogen and stress-activated protein kinases MSK1 and
2. MSK1, but not RSK1/2 nor MSK2, is rapidly phospho-
rylated downstream of ERK in MSN in response to cocaine

(Brami-Cherrier etal., 2005). In turn, activated MSK1 targets both
the cAMP-responsive element-binding (CREB) transcription fac-
tor and histone H3 and mskl knockout mice show a decreased
phosphorylation of Ser!3>-CREB and Ser!?-histone H3 induced
by cocaine (Brami-Cherrier etal., 2005). This effect on Ser!33.
CREB phosphorylation was particularly remarkable as this residue
is a common substrate for various kinases, including RSK1/2,
CaMKIV, and PKA, with PKA being traditionally considered as the
major CREB kinase in the striatum (Nestler, 2004). For transcrip-
tion to occur, DNA decompaction is required to allow the action
of the core transcription machinery and transcription factors.
Such remodeling of DNA depends on post-translational modi-
fications of histones, including Ser!°-histone H3 phosphorylation
that positively regulates gene expression (Brami-Cherrier etal.,
2009). The default of cocaine-induced Ser!-histone H3 phos-
phorylation observed in mskl deficient mice was associated with
a striking impact on the induction of immediate early genes, such
as c-Fos and dynorphin, which were blocked, whereas the induc-
tion of Egr-1/Zif268 was spared (Brami-Cherrier etal., 2005).
Remarkably, mskI null mice displayed a decreased psychomotor
sensitization to cocaine, whereas CPP was slightly enhanced, in
agreement with the role of CREB and dynorphin in the aversive
effects of drugs (Carlezon etal., 1998). MSK1-independent genes,
such as zif268, thus seem to be more related to the rewarding
properties of cocaine, as supported by the lack of cocaine-
induced CPP encountered in zif268 knockout mice (Valjent etal.,
2006b). Although the role of kinases in histone H3 phospho-
rylation has been extensively investigated, phosphatases are also
implicated in this process. Inhibition of PP1, the phosphatase
for Ser!®-histone H3, is induced by cocaine via phosphoryla-
tion and nuclear translocation of DARPP-32 and is involved in
H3 phosphorylation in response to cocaine (Stipanovich etal.,
2008).

Ternary complex factors (TCFs) are direct ERK targets that con-
trol serum responsive element (SRE)-driven transcription. Among
TCFs, Elkl is phosphorylated by ERK in MSN in response to
acute cocaine or amphetamine (Valjent etal., 2000; Choe etal.,
2002). The role of Elkl in mediating cocaine responses was
difficult to determine because of the redundancy within TCFs
(Cesari etal., 2004) and because Elk-1 is found in dendrites
and nuclei of neurons (Sgambato etal., 1998) where it governs
opposite biological outcomes (Besnard etal., 2011b). In MSN,
phosphorylation on Ser*$3/38_Elk-1 by ERK triggers its translo-
cation from the cytoplasm to the nucleus (Lavaur etal., 2007).
The selective inhibition of Elk-1 phosphorylation, downstream
ERK, using a cell penetrating peptide, the TAT-DEF-EIk-1 (TDE;
Lavaur etal.,, 2007), significantly impaired cocaine-induced IEG
expression (cFos, Zif268, and Arc) along with dentritic spine
formation onto MSN (Besnard etal., 2011a). An unexpected
effect of TDE was found on chromatin remodeling since histone
H3 phosphorylation induced by cocaine was strongly impaired,
despite maintained MSK-1 phosphorylation. These data indicate
that Elk-1 phosphorylation in the nucleus orchestrates impor-
tant molecular events, including the recruitment of MSK-1 to
the DNA, close to histones. Importantly, TDE also interfered with
locomotor sensitization and CPP (in a one but not three-pairing
protocol).
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OLIGOMER FORMATION: A POTENTIAL MECHANISM FOR
D1R-MEDIATED REGULATION OF GLUTAMATE
TRANSMISSION

Interactions between DA-GPCR and NMDAR have been docu-
mented The subcellular co-localization of D1R and NMDAR has
been characterized in the striatum by electron microscopy (Hara
and Pickel, 2005). This physical proximity supported the idea that
the two receptors interact extensively. Lee etal. (2002) demon-
strated that D1R interact with the GluN1 and GIuN2A subunits,
using co-immunoprecipitation studies from rat hippocampal cul-
tures and transfection of Cos-7 cell and HEK2397 lines (Pei
etal., 2004). Three GST-peptides were constructed based on the
sequence of the DIR c-terminal tail (D1-t sequences) and inter-
actions were revealed between the D1-t2 sequence and the GluN1
subunit and D1-t3 sequence and the GluN2A subunit. Subsequent
biochemical studies using synthesized peptides were able to deter-
mine, by mass spectrometry, that the interaction was likely due
to electrostatic forces (Woods et al., 2005). The GluN1-C1 cassette
contains the Arg-rich epitope and the D1R contains a correspond-
ing acidic epitope. Mass spectrometry showed that these two
regions interacted and interestingly, they found that Ser397 in the
Dt2 acidic epitope could possibly be phosphorylated by CKI and
a phosphorylated version of the peptide bound five times more to
the GluN1 Arg rich epitope. It remains to be shown in more native
receptor environments if indeed this residue favors the associa-
tion. The stability of the D1-t2/GluN1 interaction after exposure
to ligand remains unclear. In hippocampal neurons and in Cos-7
cells co-transfected with DIR and GluN1, Lee etal. (2002) saw
a significant decrease in the co-immunoprecipitation of DIR or
Glul after treatment with SKF-81297. However, no such changes
were seen for the D1/GluN2A interaction.

The D1R/GluN1 interaction was also found in PSD enriched
fractions of striatal tissue (Fiorentini etal., 2003). The authors
showed that co-expression of the D1R/GluN1/GIluN2B subunits
allowed their trafficking to the membrane. It had previously been
established that GluN1 alone is restricted to the ER and when
GluN1 was co-transfected with D1R, the D1R signal also became
restraint to the cytosol and ER. It is thought that oligomerization
may hide ER retention signals allowing the passage of the recep-
tor to the export machinery. Despite DA not affecting the BRET
signal for association, it was shown that SKF-81297 treatment pre-
vented the internalization of D1R but only when co-expressed with
GluN1/GluN2B. This may suggest that once at the membrane in a
formed complex, stimulation of the D1R stabilized its presence or
association. The association of DIR with NMDAR not only alters
their trafficking from the ER to the plasma membrane but also
along its surface. Scott and colleagues were able to observe that
after just 3 mins from exposure to NMDA, MSN spines contained
more DIR (Scott et al., 2006). To explain how DIR signal in spines
was increased by NMDA, the authors proposed that the direct
interaction with NMDAR would “trap” the DIR to the synapse.
They performed site-directed mutagenesis experiments and found
that if Ser®” or Ser®® in the Dt2 domain were mutated to alanine
the NMDA effect was lost and the D1R no longer bound GluN1
GST-peptides. The authors were unable to confirm a kinase for
these sites, yet their findings established a model, the “diffusion
trap,” whereby NMDAR activation would cause some change in

the receptor to enhance the binding with D1R and “trap” them to
the spine. The ultimate result of the above mentioned diffusion
trap would be to potentiate mutually the receptors.

The D1R/GluN1 oligomer has been demonstrated to have
consequences on cellular plasticity and behavior in the hippocam-
pus (Naietal.,2010). The authors described that the D1R mediated
enhancement of plasticity was via direct interactions with GluN1
that was also necessary for spatial working memory. Studies have
also addressed whether these DIR/NMDAR oligomers may be
implicated in pathologies. DA and glutamate transmission are fre-
quently considered in studies of PD, and Fiorentini etal. (2006)
found a significant decrease in the DIR/NMDAR interaction in
both the 6-OHDA lesioned mice and in the L-DOPA induced
dyskinetic (LID) mice relative to controls.

As with regards to drugs of abuse, one study did examine
the D1R/GluN1 interaction after exposure to cocaine (Sun etal.,
2009). By Western-blotting, the authors did not detect any change
in total expression of the DIR or GluN1 in the dorsal striatum
over a 60-min period following an acute (30 mg/kg) injection of
cocaine. The authors reported that at 30 min post-acute cocaine
there was a significant decrease in the GluN1 immunoprecipitated
by the D1R antibody. The authors speculated that as the time point
where they saw their effect corresponds to the point at which ERK
activity returns to basal activity, the two may be linked and that the
disruption of the D1R/GIuR1 interaction may limit ERK activity.
These possibilities were not tested and so remain to be investi-
gated. A D2R/GluN2B oligomer was also found to be regulated by
cocaine (Liu etal., 2006). In the striatum the association between
the third intracellular loop of the D2R and the carboxyl terminal
tail of GluN2B was enhanced by cocaine. The binding of D2R to
the GluN2B displaces CaMKII and reduced GluN2B phosphoryla-
tion at Ser'3*and calcium currents. Furthermore this interaction
was shown to have functional consequences as a TAT-coupled pep-
tide that mimicked the D2R region of interaction prevented acute
horizontal activity and stereotyped behavior normally induced by
cocaine. These studies suggest that direct interactions between
DA GPCR and NMDAR will provide another level for interaction,
and perhaps possible interventions, with regards to addictive-drug
induced signaling.

CONCLUSION PERSPECTIVES

Despite the usefulness of animal models for studies of addic-
tion treatment the majority of therapeutic strategies for cocaine
addiction still consist mostly of psychiatric therapy. For psychos-
timulants in general, there is a marked absence of effective treat-
ments despite considerable neurobiological knowledge. Unlike
some other “addictions” substitution regimes do not exist for
cocaine. Most strategies are based on targeting the neurotrans-
mitter receptors implicated in the reward circuitry. Dissimilar to
alcohol or opiates, the withdrawal syndrome from cocaine is not
as severe and thus, therapies can focus more on preventing relapse
and craving rather than treating withdrawal symptoms.

As DA plays a critical role in motivation, reward, and locomo-
tion, studies have focused on modifying its functions in addicted
humans. To counter the DA increase elicited by cocaine, a DA
depletor reserpine was tested in humans but found to be ineffective
(Winhusen etal., 2007). A DIR antagonist Ecopipam was tested
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in humans who were addicted to crack cocaine, and was found
to reduce self-assessed measures of acute cocaine effects such as
the “high” (Romach etal., 1999). However, with chronic admin-
istration Ecopipam unfortunately failed as it actually increased
the reported “high” of the drug and increased self-administration
(Haney etal., 2001). An explication for these findings is that the
levels of expression and D1R sensitivity may be upregulated after
chronic antagonism. Targeting solely DA transmission therefore
has many caveats, in addition agonists or indeed antagonists may
have non-specific effects on other DA regulated functions such as
body temperature or cardiovascular function and the antagonists
may alter mood and lead to non-compliance.

The glutamatergic system is also implicated in cocaine addic-
tion and therapeutic studies have turned to drugs, which should
balance glutamate transmission. Unfortunately few studies have
shown any promise in humans. The non-competitive glutamate
receptor antagonists Amantadine and Memantine (acting on the
NMDAR) did not aid addicts to abstain from cocaine (Kampman
etal., 2006; Collins etal., 2007). Although promising in rodent
cocaine studies and successful for human alcohol dependence,
the drug Acamprosate (NMDA type Glu receptor antagonist and
GABAa receptor agonist), proved ineffective for human cocaine
addicts (Kampman etal., 2011). Some success was had with N-
acetylcysteine, which promotes the replacement of intracellular
glutamate for cysteine via anti-porters and so reduced gluta-
mate transmission. In a pilot study, it was found to diminish
the taking of cocaine by the majority of patients after treat-
ment in the study (Mardikian etal., 2007). This may encourage
future studies aiming to tone down Glu transmission in cocaine
addiction.

Furthermore, in the early 1990s, a cocaine vaccine was devel-
oped. It was believed that the production of antibodies against the
cocaine molecules could block its effects and thus help maintain
abstinence. Unfortunately, getting patients to produce efficient
levels of antibodies proved to be a great limit to this approach.
A vaccine is currently under phase II multi-site clinical trials, but
some reservations have been voiced regarding ethics of vaccines
against addiction being used as an prevention or as a treatment
(Young etal., 2012).

In summary, a considerable number of human and pre-clinical
animal studies focus on restoring perturbations in the balance of
DA and Glu transmission as a therapy for cocaine addiction, but
from animal studies we now know that ERK signaling is a key coor-
dinator in this system. We propose that DIR/GIuN1 oligomers
could participate also in this synergy. While blocking ERK acti-
vation by drugs is validated in animal models, its potential for
human treatment is limited as it is a kinase implicated in a wide
range of cellular processes. Instead, we content that targeting ERK
signaling and its downstream partners (MSK-1 and histone phos-
phorylation, Elk-1 phosporylation) within D1R-MSN specifically
is a promising strategy. This strategy could include the signaling
events that are at the crossroad of D1R and NMDAR synergism in
response to cocaine (see Figure 1).
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Abstract Addiction can be considered as a form of
neuronal adaptation within the reward circuitry. Upon
psychostimulant administration, long-term behavioral
adaptations are associated with synaptic plasticity and
morphological changes of medium spiny neurons (MSN)
from the striatum. Increased spine density onto MSN in
response to chronic cocaine exposure in mice has been
described for more than a decade, but no evidence indicates
that these newly formed spines establish connections. We
developed a method for labeling, automated detection and
morphological analysis of synaptic contacts. Individual
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labeling of neurons in mice that express the Vesicular
GLUtamate Transporter-1 fused to Venus allows visuali-
zation of both dendritic spines and axonal boutons. Auto-
mated three-dimensional segmentation and morphometric
analysis retrieve information on thousands of synapses at
high resolution. We used this method to demonstrate that
new cortico-striatal connections are formed in the striatum
upon chronic cocaine. We also show that the cortical input
weight is preserved over other cerebral inputs and that the
newly formed spines contact pre-existing axonal boutons.
Our results pave the way for other studies, since our
method can be applied to any other neuronal type as
demonstrated herein for glutamatergic connections on
pyramidal neurons and Purkinje cells.

Keywords Cocaine - Striatum - Dendritic spine -
Axonal bouton - 3D segmentation - VGLUT1

Introduction

The striatum, the entry structure of the basal ganglia, plays
a key role in action selection and execution of movements
as well as motivation. These diverse functions of the stri-
atum require the processing of glutamate inputs arising
from the entire cerebral cortex and thalamus together with
dopamine (DA) signals, which converge onto the medium-
sized spiny neurons (MSNs), the major population of stri-
atal neurons (Hyman et al. 2006; Sesack and Grace 2010).
Drugs of abuse mimic a reward-related learning signal by
artificially increasing extracellular DA in the striatum. This
results in abnormal, chemically driven “learning” of drug
consumption, which can escape any control whatever del-
eterious the consequences may be, thus corresponding to
the definition of addiction. It is now well established that
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these behavioural adaptations rely on long-term adaptation
of MSN.

Upon psychostimulant, and more specifically cocaine,
administration cortico-striatal synapses undergo long-term
plasticity (Liischer and Malenka 2011) and the control of
glutamate level at this site is the focus of therapeutic
strategies (Kalivas and Volkow 2011). Recently, evidence
for a causal link between cortico-striatal plasticity and
cocaine-induced long-term behavioural alteration has
been established in the protocol of locomotor sensitiza-
tion (Pascoli et al. 2011). Furthermore, chronic adminis-
tration of cocaine is known, for more than a decade, to
increase dendritic spine density onto MSNs (Robinson
and Kolb 1999). Nevertheless, an issue that was never
addressed so far is whether this increase in dendritic
spines corresponds to increases in cortico-striatal con-
nectivity and thus contributes to long-term adaptations
and plasticity of MSNs. In particular, it has not been
determined whether the cortical input weight is preserved
or changed over inputs from other brain structures. Fur-
thermore, the mode of new synapses formation in the
adult brain, which is under debate, remains to be deter-
mined. To address these important questions, it is
required to visualize both the dendritic spine and the
cortical inputs that connect on them. Since it is assumed
that plastic changes associated with learning or addiction
imply increase in connectivity, there is indeed a need for
techniques that would allow the analysis of both pre and
postsynaptic structures (Hiibener and Bonhoeffer 2010;
Russo et al. 2010; DeFelipe 2010; Osten and Margrie
2013). Here, we developed a method that allows precise
three-dimensional (3D) automated morphological analysis
of synaptic connections. We use this method to address
the questions related to the formation of new connections
upon cocaine administration. We demonstrate that new
cortico-striatal connections are formed upon -chronic
cocaine administration and characterize the mode of
formation of the synapses. We propose that this method
can be adapted to multiple model systems of neuronal
plasticity in the brain.

Materials and methods
Slice preparation

Animal care was conducted in accordance with standard
ethical guidelines (NIH publication no. 85-23, revised 1985
and European Committee Guidelines on the Care and Use
of Laboratory Animals 86/609/EEC), and the experiments
were approved by the local ethic committee. Mice were
deeply anesthetized with an intraperitoneal injection of

@ Springer

pentobarbital and perfused intracardially with 30 ml of
paraformaldehyde (PFA) at 1.5 % for morphological ana-
lysis and 4 % for immunofluorescence in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4 at 4 °C. The brain was removed from the
skull and placed for 1 h at 4 °C into 1.5 or 4 % PFA.
Sections of 150 pm thickness were cut in the frontal plane
using a vibratome (Leica).

Diolistic labeling

50 mg of tungsten beads (1.3 pm diameter, Biorad) was
mixed with 3 mg of solid Dil (1,1’-dioctadecyl-3,3,3',3’-
tetramethylindocarbocyanine  perchlorate; ~ Molecular
Probes) dissolved in methylene chloride. Dil-coated beads
were resuspended in 3.5 ml water and sonicated to prevent
beads’ aggregation. The beads were coated on the inner
surface of a PolyVinylPyrrolidone (Sigma-Adrich) pre-
treated Teflon tube from which cartridges were cut. Beads
were delivered through a 3-pum pore-size filter (Isopore
polycarbonate, Millipore) on brain slices using helium gas
pressure (150 psi) through the genegun device (BioRad)
(Gan et al. 2000). After labeling, slices were kept in buffer
at room temperature (RT) for at least 2 h and mounted in
MOWIOL 4-88.

Confocal microscopy image acquisition
and deconvolution

Principles for image acquisition and deconvolution have
been extensively described in Heck et al. (2012). Image
stacks were acquired in 16 bits using a Confocal Laser
Scanning Microscope (SP5, Leica) equipped with galvo-
electric stage placed in a temperature-controlled room.
Images were taken with a 1.4 NA objective (oil immersion,
63 %, Leica) with pinhole aperture set to 1 Airy Unit, pixel
size of 60 nm and z-step of 200 nm. Excitation wavelength
was 514 and 561 nm, and emission range was 525-540 and
570-620 nm for Venus and red fluorochromes, respec-
tively. Laser intensity and Photomultiplier Tube (PMT)
gain was set so that the image occupies the full dynamic
range of the detector. Metrology measurements were reg-
ularly performed on fluorescent beads to confirm proper
alignment of lasers, laser powers and field homogeneity,
using MetroloJ plugin (http://imagejdocu.tudor.lu/doku.
php?id=plugin:analysis:metroloj:start). Deconvolution with
experimental PSF from fluorescent beads using Maximum
Likelihood Estimation algorithm was performed with Hu-
ygens 3.7 software (Scientific Volume Imaging). 150 iter-
ations were applied in classical mode, background intensity
was averaged from the voxels with lowest intensity, and
signal to noise ratio values were set to a value of 15 for
Venus and 20 for Dil.
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Segmentation procedure

Image segmentation and analysis were performed in Ima-
geJ (Schneider et al. 2012). The segmentation procedure
functions have been implemented in the 3D Image] Suite
plugins  (http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:
stacks:3d_ij_suite:start) (Ollion et al. 2013) and automa-
tized in macros. First, local maxima are computed within a
radius of 4 voxels in xy axis and 3 voxels in z axis. We
determined that an intensity threshold of 5,000 was ade-
quate to eliminate all local maxima belonging to back-
ground. The segmentation procedure is based on region
growing using local maxima as seeds. First a 3D watershed
is computed to specify zones dedicated to each object. In
each zone, radial distribution centered on the seed is
computed. For this, concentric spheres centered on local
maxima define layers in which mean intensity is measured.
The results are plotted and a gaussian fit is performed. The
standard deviation of the gaussian curve is used to define
the local threshold applied to the object. Here, the threshold
used corresponds to a range of four times the value of the
standard deviation, which allows a complete and precise
extraction of the object. Once the local threshold is defined,
the segmentation process uses the local maximum as a seed
and examines the 26 neighbouring voxels; the selected
voxels are then used as new centers around which neigh-
bouring voxels are further examined. The criteria for
adding voxels belonging to the objects were as following:
first, voxels with intensity above the local threshold, sec-
ond: voxel with intensity lower than intensity of the pre-
viously selected neighbouring voxel, third: voxels are not
added individually but as block only if all neighboring
voxels verify previous criteria. The second criteria pre-
vented the selection of voxels from adjacent objects, even
if watershed is primarily performed. The third criteria
proved to be important to avoid filamentous extensions on
extracted objects.

For dendritic spine segmentation, the software Neuron-
studio (version 0.9.92) (Rodriguez et al. 2008) was used to
reconstruct the dendrite and detect dendritic spines. Neu-
ronstudio uses isodata segmentation for spines extraction,
coupled to a specific layer-based voxel clustering, and
reliably identifies the center of mass of the head spines.
Manual correction was required for a minority of spines; in
this case, the head spine center of mass was user-defined.
Data generated by Neuronstudio are saved in text file for-
mat, which is imported into ImagelJ. The local maximum in
the vicinity of the center of mass of each head spine is
found. The segmentation process described above is then
performed to accurately segment spine heads. For each
striatal neuron, a dendritic segment of 50-70 um in length
and distant from at least 50 um from the soma or after the
first branching point was considered. No type classification

(thin/mushroom) was used since it is not applicable to
MSNs (Wilson et al. 1983).

Synapse identification and morphological analysis

Measurements were performed in the three dimensions
with 3D Roi Manager from 3D Imagel] Suite. The 3D
smallest border-to-border distance in between each head
spine and all VGLUT1 objects is computed and the
VGLUT! objects found at a distance below a user-defined
threshold are selected. Here the threshold value was set to
0, meaning that the two objects must overlap. Length of the
spine was estimated by measuring the distance between the
geometrical center of the head spine segmented by our
method and the surface of the vertices from the dendrite
model reconstructed in Neuronstudio and imported in
ImageJ. Dendrite diameter was estimated as the mean
diameter of the vertices calculated for each dendrite. 3D
surface rendering was obtained with 3D viewer plugin.

Immunofluorescence and analysis

Brain slices were treated for 30 min with 0.1 % Triton
X-100 and 3 % bovine serum albumin (BSA) in PBS.
Mouse monoclonal antibody directed against synapto-
physin (1/1000, SVP-38, Sigma-Aldrich) or bassoon (1/
1000, SAP7F407, Stressgene) was incubated in 0.01x
Triton overnight at 4 °C. Sections were washed in PBS and
incubated with the secondary antibody coupled to
Alexa561 (anti-mouse 1/500, Invitrogen) 2 h at RT.

Western blot

Mice were killed and the brain immediately frozen in
liquid nitrogen. The frozen brains were cut on a microtome
until the region of interest appeared and striata were pun-
ched and stored in individual tubes at —80 °C until they
were homogenized by sonication in a 1 % SDS (v/v)
solution in water at 100 °C containing 1 mM sodium
orthovanadate, placed for 5 min at 100 °C and stored at
—80 °C. Protein concentrations were determined using the
BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL) and equal
amounts of protein (8 pg per lane) were separated by 10 %
SDS—polyacrylamide gel electrophoresis, before electro-
phoretic transfer onto nitrocellulose membranes (GE
Healthcare, Piscataway, NJ). Membranes were blocked 1 h
at RT in blocking solution (Rockland) half diluted in PBS
with 1 % Tween-20. Membranes were then incubated in
same blocking solution overnight at 4 °C with goat poly-
clonal anti-VGLUT1 (1/5000, a kind gift from Dr. El
Mestikawy) and mouse monoclonal anti-fB-tubulin (1/5000,
Sigma Aldrich). Membranes were rinsed three times in
TBS-tween and then incubated for 1 h at RT with 700 nm
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Fig. 1 Labeling of dendrite and spines in VGLUTI1*™ mouse
allows the observation of pre and post-synapses. Montage of the stack
of images from confocal microscopy, which appears in 3D view at the
top left. Each image is separated by a z-step of 0.2 um. Arrows

fluorochrome coupled anti-goat (1/5000, Rockland) and
800 nm fluorochrome-coupled anti-mouse (1/5000, Rock-
land) antibodies and immunoreactive bands were visual-
ized with Odyssey scanner (Li-Cor). The densitometry of
the relevant immunoreactive bands was quantified using
ImageJ and normalized to the intensity of the correspond-
ing tubulin signal, which serves as a loading control.

Cocaine treatment
Locomotor activity was measured using rectangular activity

boxes (20 x 15 x 25 cm) (Immetronic) located in a
soundproof testing room with low luminosity. Locomotor

@ Springer

indicate examples of VGLUT1-positive boutons in contact with
dendritic spines of a medium spiny neuron from the ventral striatum.
Scale bar 1 pm

activity was counted as travels detected by interruption of
photocell beams located across the long axis 15 mm above
the floor. Each box was connected to an electronic interface
for data collection. Locomotor sensitization was evaluated as
arecording of locomotor activity 30 min before and 30 min
after the saline or cocaine injection. Mice were treated with
saline and placed in the activity box for 60 min during 3
consecutive days for habituation before the actual experi-
ments were performed. Mice were then repeatedly treated
with saline or cocaine (20 mg/kg, i.p., every day) for 5
consecutive days, and killed on the 6th day for morpholog-
ical analysis. Cocaine hydrochloride (Sigma-Aldrich) was
dissolved in a 0.9 % NaCl (w/v) aqueous solution (saline).
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Statistical analysis

Data generated were imported in GraphPad Prism for sta-
tistical analysis. Values and histograms are mean & SEM.
Box plots display median, interquartile distances and

«Fig. 2 VGLUT!I objects are presynaptic elements. Immunostaining

for (a) synaptophysin (red) or (b) bassoon (red) in ventral striatum
from VGLUT1"*"™* (green) mice shows extensive colocalization. ¢, d
Close-up from (a) and (b) confirms that synaptophysin (a) and
bassoon (b) colocalize with VGLUT1"*™ objects. a-d Single planes
from the 3D confocal image. e 3D measurements of the distance
between the centers of the objects confirm observations shown in
(c) and (d). Center to center distance between synaptophysin and
VGLUT! is lower than microscope resolution, indicating perfect
colocalization (n = 988 distances from 3 mice, median = 0.164 um).
Center to center distance between bassoon and VGLUT]1 is higher,
since bassoon is localized in the active zone (n = 1,045 distances
from 3 mice, median = 0.301 um). f 3D measurements of volumes
from segmented VGLUT1Y*™* objects (n = 2,175 objects from 4
mice, median = 0.166 um3). g Dil-labeled axon (red) was traced
with neuronstudio software and VGLUT1 objects (green) colocaliz-
ing with the axon were detected. The image is the maximum intensity
projection from the 3D confocal image containing the traced axon and
the colocalizing VGLUT1 objects. h Close-ups from (g). The line
profile plot gives intensities measurements along the line in both Dil
and Venus channels for a single plane from 3D confocal image. The
graphic highlights the plasma membrane localization of the lipophilic
Dil and the localization of Venus signal within the axonal bouton.
Scale bars a, b, h = 1 pym; ¢, d = 300 nm; g = 5 um

10-90 percentiles. Student’s ¢ test, Mann—Whitney test or
analysis of variance was used. Significance was set at
p < 0.05.

Results

A new 3D automated method allows the morphological
analysis of dendritic spines and VGLUT1-positive
pre-synapses

We aimed at determining whether spine growth upon
cocaine treatment corresponds to an increase in cortico-
striatal connectivity. To this end, we developed a method to
visualize dendritic spines connected to cortical boutons and
analyze the synaptic contacts. Neurons were labeled with
Dil in VGLUT1"*"™® knock-in mice. These mice express
the Vesicular GLUtamate Transporter 1 (VGLUT1), fused
to the fluorescent protein Venus under VGLUT1 endoge-
nous promoter (Herzog et al. 2011). VGLUTI is a trans-
membrane protein of the presynaptic vesicles that uptake
glutamate into vesicles. Hence all glutamatergic, VGLUT1
positive, boutons can be observed at any depth of the tis-
sue. Moreover, the high brightness of Venus ensures proper
imaging without need for enhancement by antibodies
(Shaner et al. 2005). Hence, diolistic labeling of individual
neurons with red Dil allows the observation of dendrites
bearing spines within a tissue volume where all VGLUT1-
positive presynapses can be seen (Fig. 1).

The fusion protein VGLUT17*™ is replacing VGLUTI
through homologous recombination at the endogenous
vglutl locus. VGLUT1Y*™® expression and function are
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perfectly matching those of the wild-type littermates
(Herzog et al. 2011). Since our method relies on the
observation of the presynapses in knock-in mice, we fur-
ther characterized the identity of the VGLUT1Y*™ objects
in the striatum. The identity of the VGLUTI objects was
confirmed by immunostaining directed against pre-synaptic
markers. Immunostaining for both synaptophysin and
bassoon in slices from VGLUT1"*"** mice showed exten-
sive colocalization (Fig. 2a, b). 72 % (n = 500 synapto-
physin-positive out of 694 VGLUT1 objects from 3 mice)
and 82 % (n = 1,619 bassoon-positive out of 1970
VGLUT1 objects from 3 mice) of VGLUT1 objects were
found to be synaptophysin-positive and basson-positive,
respectively. Complete objects colocalization percentage
was not found since immunostaining cannot ensure the
labeling of all elements, leading to highly variable number
of false negatives. Synaptophysin is localized in the syn-
aptic vesicle membrane, while bassoon is found in the
active zone that is facing the postsynaptic density. Obser-
vations (Fig. 2c, d) and measurements (Fig. 2e) were in
accordance with these subcellular localizations. Center to
center distance from VGLUTI1 objects to synaptophysin
objects was below spatial resolution of the optical system,
which indicates a perfect colocalization. A shift corre-
sponding to the gap between the synaptic vesicle cluster
and the active zone centers was observed between bassoon-
and VGLUT1Y*"™"-positive objects. Moreover, the size of
VGLUT]1 objects after segmentation (Fig. 2f) is consistent
with the size reported in studies conducted with serial
electron microscopy (Doig et al. 2010). The diolistic
labeling allowed for the observation of axons, although
axonal labeling is a rarer event than dendritic labeling.
When cortical axons were labeled, the VGLUT1Y*™* signal
was located within varicosities of the axon (Fig. 2g, h),
which further confirmed that VGLUT1 objects correspond
to axonal boutons.

To obtain a precise three-dimensional analysis of syn-
aptic contacts, we set up an automated method for pre and
postsynapses segmentation followed by detection of con-
tacts. Since VGLUT1 pre-synaptic elements vary in size
and intensity, classical intensity thresholding was not
effective (Meijering 2012). Hence a segmentation work-
flow was established, which allows for the detection of all
objects and precise identification of voxels belonging to
each object (Fig. 3a—i and see “Methods” section). Object
shape is extracted in 3D by exploring the intensity levels
around the local maximum to determine a local threshold
specific to each object, and then the voxels belonging to the
objects are iteratively selected according to criteria that
ensure separation of adjacent objects and faithfully delin-
eate objects shape. Dendritic spines detection was per-
formed with Neuronstudio software (Fig. 3j), and the
coordinates of the center of mass of each spine head were
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Fig. 3 Automated 3D segmentation of VGLUT1 objects and head »

spines. The method for segmentation is illustrated with one single
plane from 3D image stack, but all algorithms used work in 3D.
a Original single plane from 3D confocal image showing two adjacent
VGLUT1 objects. b Voxels corresponding to intensity local maxima
are identified in each object. ¢ Watershed algorithm defines zones in
the image. Each zone contains one object. d Local maxima are shown
on the original image (black voxel). False colors in the original image
indicate voxels intensities. e Surface plot quantifying the voxel
intensities in the single confocal plane to illustrate the difference in
intensity of the objects. Hence, a specific threshold value needs to be
determined for each object to reliably segment them. f To determine
local threshold specific to each object, 3D radial distribution of voxel
mean intensities measured between concentric spheres centered on
the local maximum is computed. The results for the two VGLUT1
objects are plotted (black line). A gauss curve is fitted on the plot (red
dotted line) and the standard deviation computed (red horizontal line).
The intensity threshold (green horizontal line) is defined for the gauss
curve level in which width is four times the standard deviation value.
This procedure allows the determination of a specific threshold for
each object (green values). g Starting from local maximum, voxels
belonging to the object are iteratively identified. The criteria used are
described in “Methods” section and include local threshold value as
defined in (f). This procedure allows the accurate extraction of objects
despite their difference in intensity. h Original image in false colors
with green outlines that show the outer border of the segmented
objects. Note that the algorithm of object extraction allows an
accurate separation of both objects. i 3D view of the original objects
(green) and mesh surface rendering of the segmented objects (red,
white). j Original single plane from confocal 3D image showing two
dendritic spines. Neuronstudio software allows the modeling of the
dendritic path as a series of vertices (green circles), detection of
spines (red circles) and identification of the center of mass of head
spines (red dots in circles). k The localization of the local maximum
in the neighborhood of the head spines center of mass is computed.
Local maximum are shown on the original image (black voxel). False
colors in the original image indicate voxels intensities. Starting from
the local maximum, the segmentation algorithm reliably identifies the
voxels belonging to the head spine. 3D view confirms that segmented
head spines fit the 3D original image

imported in ImageJ. Local maximum in the vicinity of the
center of mass was identified, and segmentation was then
carried out according to the same procedure as for
VGLUT1 objects (Fig. 3k). The result of our segmentation
protocol is a precise extraction of the head of the spines.
This method allowed the automated segmentation of all
VGLUT1 axonal boutons (Fig. 4b) and head spines
(Fig. 4c) from confocal images despite the high density of
objects (Fig. 4a), which renders manual detection
unachievable. After segmentation, the border-to-border
distance between each head spines and each VGLUTI
objects is computed and pairs of pre and post-synapses are
identified when the distance is below a user-defined
threshold. Here we considered synapses when there was no
gap between VGLUTI1 and head spines (Wouterlood et al.
2007). An image is then generated, which contains the
selected VGLUT1s and spine heads along with the den-
dritic path (Fig. 4d). Beside the image, 3D quantitative
morphological information is computed on each object.
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Fig. 4 3D detection and morphological analysis of contacted axonal
boutons and dendritic head spines. a 3D rendering of a close-up from
confocal microscopy images showing a striatal dendritic segment
with spines labeled by Dil (red) within VGLUT1"™ (green). All
VGLUT 1-positive presynapses can be observed. Some presynaptic
elements are seen in contact with dendritic spines. b Each VGLUT1
presynapse from the tissue volume is segmented and identified
through our custom segmentation workflow. A different color has
been attributed to each object. ¢ The heads of every dendritic spine

Observation of synaptic contacts on striatal neurons
and comparison to hippocampal pyramidal
and cerebellar Purkinje cells

MSNs receive afferences from VGLUT1-positive neurons
of the neocortex and from VGLUT2-positive neurons of the
thalamus. It should however be mentioned that neurons
from basolateral nucleus of the amygdala as well as from
the hippocampus express VGLUT1 and project to the stri-
atum (Herzog et al. 2001; Fremeau et al. 2001; Britt et al.
2012; MacAskill et al. 2012). Nevertheless, the afferents
from neocortex represent the vast majority of VGLUTI
inputs on MSNs (Groenewegen et al. 1999). On the other
hand, glutamatergic neurons from thalamus projecting to

@ Springer

are detected and accurately segmented. The result (pink) is shown
merged with the original image (red). d The smallest border-to-border
distances between each head spine and VGLUT1 presynapse are
computed, and associated pre and postsynaptic elements are detected.
An image including the dendrite and the associated presynapse is
generated. The close-up illustrates the position for VGLUT1 presyn-
apses on the head of the spines. Not all spines are connected since
MSNs are also innervated by VGLUT2-positive thalamic afferents.
Scale bar 1 pm

the striatum exclusively express VGLUT2 (Fremeau et al.
2004), and as such are excluded from our study. Finally, the
VGLUTI1 boutons form synapses exclusively on heads of
dendritic spines of the MSNs (Doig et al. 2010; Huerta-
Ocampo et al. 2013). Altogether, the results brought by our
automated method, which identifies VGLUT1-positive
synaptic contacts on the heads of half of the dendritic spines
(Fig. 4d), correspond to those expected from the literature.

As a matter of fact, the percentage of spines connected
with VGLUT1 objects was 54 % =£1.6, which fits exactly
with the data from serial electron microscopy (Fig. 5a)
(Doig et al. 2010; Huerta-Ocampo et al. 2013), where half
of the spines contact VGLUT1-positive cortical presyn-
apses, while the other half contacts VGLUT2-positive
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thalamic afferences. To further confirm the specificity of
the association of VGLUT1 boutons with spine heads, the
method was applied on other cell types for which the
awaited percentage is closer to 100 %. Analysis of biocy-
tin-filled Purkinje cell from the cerebellum (Fig. 5b) and
diolistically labeled pyramidal neuron from CAl region of
the hippocampus (Fig. 5c) retrieved the percentage of
spines in contact with VGLUT1 objects as 95.9 % + 1.2
and 90.9 % =+ 2.7, respectively. These results argue for the
specificity of our automated method, since such percent-
ages are in agreement with the current knowledge on the

«Fig. 5 The percentage of dendritic spines connected with VGLUT1

objects is in accordance with neuroanatomical studies and confirms
the specificity of the automated 3D detection. a Medium spiny neuron
(MSN) from dorsomedial striatum labeled with diolistic method.
Close-up shows a dendritic segment with the VGLUT1 presynapses
(green) connected to the dendritic spines (red). The 3D automated
detection reveals that about half the spines are in contact with
VGLUT]1 boutons. b Purkinje cell from the cerebellum stained by
intracellular filling in slice. Close-up shows a dendritic segment with
the VGLUT1 presynapses connected to the dendritic spines. ¢ Pyra-
midal neuron from the CA1 region of the hippocampus labeled with
the diolistic method. Close-up shows a dendritic segment with the
VGLUT! presynapses connected to the dendritic spines. For both
pyramidal neuron and Purkinje cell, all dendritic spines are contacted
by a VGLUT!1 bouton. Scale bar 20 pm

anatomy of the VGLUTI1 afferences on these neuronal
types.

Cocaine-induced locomotor sensitization is associated
with corticostriatal synapse formation

We then applied this 3D automated method to Dil-
labeled MSN from VGLUTI1"*™ mice chronically trea-
ted or not with cocaine. To characterize a potential
increase of cortico-striatal connectivity by cocaine, we
injected VGLUT1*™® mice daily with a fixed dose of
cocaine for 5 days, or saline as negative controls, a
procedure that induces a long-lasting behavioral adap-
tation to cocaine called locomotor sensitization (Fig. 6a).
Synapses of MSNs from nucleus accumbens in the core
region were then analyzed on striatal sections on the 6th
day, therefore corresponding to a withdrawal period of
24 h (Fig. 6b).

Our 3D automated method allowed the analysis of 5,978
synaptic contacts among 11,222 observed spines. In
accordance with previous studies (Robinson and Kolb 1999;
Shen et al. 2009; Dumitriu et al. 2012; Alcantara et al.
2011), an increase in spine density was observed (Fig. 6¢).
Furthermore, an increase in cortico-striatal connections was
measured as well (Fig. 6d), which confirmed that new
cortico-striatal synapses were generated by repeated
cocaine administration. Importantly, the percentage of
spines connected to VGLUT1 remained constant between
saline and cocaine conditions (Fig. 6e), indicating that the
stoichiometry of the two main inputs onto MSN, which
originate from the cortex and thalamus, is preserved when
connectivity increases upon cocaine administration. Further
analysis showed that dendrite diameter, spines volumes and
length after cocaine treatment were similar to controls
(Fig. 6f—j). Analysis of spine length distribution showed
that there were no filopodia, suggesting that the new spines
were mature (Fig. 6h, j). In addition, dendritic spines con-
nected to cortical VGLUT1 presynapses were larger than
others in both saline and cocaine conditions (Fig. 6k).
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We measured VGLUT1 objects density and VGLUT]
protein expression level in the nucleus accumbens from mice
exposed to chronic cocaine injections. The density in the tissue
remained constant (Fig. 7a). Moreover, the expression level of
VGLUT!1 protein measured by Western blot remained
unchanged (Fig. 7b). Altogether, these results indicate that
new spines contact pre-existing presynaptic elements. If this
were to be the case, the occurrence of VGLUTI1 objects in
connection with two spines, which has been reported in elec-
tron microscopy studies (Doig et al. 2010), should be higher on
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dendrites from cocaine-treated animals. In agreement with this
hypothesis, the percentage of spines in contact with a common
VGLUT]1 was indeed increased in cocaine-treated groups for
both experiments (Fig. 7c). It is likely that the frequency of
those events is underestimated; since a single neuron was
labeled, it was not possible to detect if presynapses also con-
tacted spines of a dendrite from neighbouring neuron. Taken
together, these results support a model in which the new spines
establish contacts with axonal boutons that are already in place
(Fig. 7d).
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«Fig. 6 Chronic cocaine induces cortico-striatal synapses formation
by contact of new spines on pre-existing VGLUTI1 boutons.
a Locomotor sensitization upon repeated administration cocaine
(20 mg/kg) in VGLUT1"*"™ mice. Note the progressive increase in
locomotor activity upon repeated injection of the same dose of
cocaine. b The formation of new cortico-striatal connections was
assessed on day 6 at the end of this paradigm of locomotor
sensitization. Dendritic segments (red) from saline (upper panel)
and cocaine (lower panel) treated mice, with the VGLUT1 boutons
(green) connected to the dendritic spines of MSNs from the core of
the nucleus accumbens. ¢ Spine density was measured using the
automated detection and showed an increase in cocaine-treated mice
when compared with saline (¢ test p < 0.0001). d The density of
spines connected to VGLUT1 presynapses is increased in cocaine
compared to saline treated mice (¢ test p = 0.0038). e The percentage
of spines connected to a VGLUT1 bouton is similar between saline-
and cocaine-treated mice (¢ test p = 0.6284). f Dendritic diameter is
similar in saline- and cocaine-treated mice (Mann—Whitney
p = 0.5691). g Head spine volumes from all dendritic spines from
saline- and cocaine-treated mice are similar (Mann—Whitney
p = 0.0967). h Spine length from all dendritic spines from saline-
and cocaine-treated mice is similar (Mann—Whitney p = 0.0012, but
median difference is 40 nm, which is lower than resolution limit of
the optical system). i Head spine volumes from dendritic spines
connected to VGLUT1 boutons from saline- and cocaine-treated mice
are similar (Mann—Whitney p = 0.1210). j Spine length from
dendritic spines connected to VGLUT1 boutons from saline- and
cocaine-treated mice is similar (Mann—Whitney p = 0.0522). k Vol-
umes of cortico-striatal head spines contacted by VGLUT1 boutons
(black saline, red cocaine) have bigger volumes than other head
spines (blue saline, green cocaine) in both saline (p < 0.001) and
cocaine (p < 0.001) conditions (non parametric ANOVA followed by
Dunn’s test). Analysis performed on N = 5,978 synapses of 11,222
spines of 114 neurons from 12 mice. Scale bar 2 pm

Discussion

A new versatile method for the detection
and morphological study of VGLUT1-positive synapses

We established a new method for 3D automated morpho-
logical analysis of connected glutamatergic pre and post-
synaptic elements. Since VGLUT 1-positive presynapses are
specifically labeled, a defined set of glutamatergic synapses
can be analyzed. One strength of our method is that the
knock-in strategy enables the labeling of all VGLUTI1
presynapses at all depth in the tissue. This is essential
because imaging dendrites often imply to image over con-
sequent depth in the tissue, which is the case for MSNs in
which dendritic tree occupies large volume (van Dongen
et al. 2008). Moreover, labeling of postsynaptic neuron can
be achieved by any method (e.g. diolistic, intracellular
filling, transfection). Hence technical requirements for
labeling are easy to meet, and the method can be applied to
various neuronal types from different brain regions.

It is noteworthy that our method is by no mean an appli-
cation of Peter’s rule, which proposes to localize synapses
based on axon-dendrite proximity (Stepanyants and Chk-
lovskii 2005). Peter’s rule does not retrieve reliable results

(Mishchenko et al. 2010) and specific labeling is required for
proper detection of synapses (Wickersham and Feinberg
2012). This is achieved by our approach that accurately
detects contacts between identified presynaptic elements and
the heads of dendritic spines. Since all VGLUT 1 presynapses
are labeled with the knock-in strategy, the ones connected to
the dendritic spines need to be properly selected. The per-
centage of connections that we found on the different neu-
ronal types was found to match with that of electron
microscopy studies, which brings confirmation of the reli-
ability of the association of pre and postsynaptic elements
automatically performed by our method.

To our knowledge there is no other method that allows
the morphological analysis of both pre and postsynaptic
elements along the whole dendritic path in vivo. Previous
attempts were made to study dynamics of pre and post-
synaptic structures by intracellular filling of connected
neurons, but restricted the experiment to slices, while very
sparse colabeling of connections was obtained (Becker
et al. 2008). Immunolabeling of the presynaptic elements
combined with postsynaptic neuronal labeling has been
used (Spiga et al. 2011; Rotterman et al. 2014), but one
important drawback of this technique is that it may have a
high rate of false positive, since antibody penetration can
be a limitating factor while the use of thick sections is
required to image whole dendrites. Recently, in vivo viral
transfection in the thalamus allowed the observation of
thalamic axonal boutons on spines of cortical neurons
(Schoonover et al. 2014). However, it is difficult to esti-
mate whether viral transfection ensures the labeling of all
synapses along one dendrite. Tracing with modified rabies
viruses permits the labeling of pre and postsynaptic neu-
rons but an in-depth analysis of pre and post synapses has
never been achieved with this method (Wickersham et al.
2013). Another approach called GRASP has been devel-
oped for the detection of synapses (Kim et al. 2011), in
which truncated green fluorescent protein in fusion with
pre and postynaptic proteins acquires fluorescence when
both proteins interact. However, fluorescent spots indicate
synapses without any information about their morphology.
Recently, a viral-based method allowed for labeling of
axons and postsynaptic neurons in Drosophila (Chen et al.
2014); the extension of this method to rodents remains to
be developed. These methods are complementary to ours,
but require careful in vivo viral transfections. In the case of
the GRASP method, cotransfection should be carefully
avoided. It is noteworthy that if those methods would be
improved so pre and postsynaptic labeling would be
achieved, our automated method for the segmentation and
detection of synaptic contacts could be applied and would
allow complete 3D analysis. The only method allowing
complete morphological analysis of synapses is electron
microscopy, but it restricts the observation to small
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portions of dendrite unless performed on very specific
serial electron microscopes (Helmstaedter et al. 2008).

In conclusion, our method allows detailed 3D morpho-
logical analysis on thousands of synapses, ensuring large-
scale and high sampling analysis, while being easily
applicable to various neuronal types.

Formation of cortico-striatal synapses under cocaine-
induced locomotor sensitization

Since the pioneer study from Robinson and Kolb (1999), it
is known that psychostimulants administration leads to an
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«Fig. 7 Mode of formation of synapses. a Single planes from the 3D

confocal images of VGLUT1Y*™. Graphic shows the density of
VGLUT! objects. Numbers of VGLUT1 objects were counted in 3D
images and normalized so the density is the number of objects in a
square of 10 pm side. The density of VGLUT]1 objects in the tissue
volume is similar in both saline- and cocaine-treated mice (¢ test
p = 0.5597). b Western blot analysis shows that the protein
expression level of VGLUT1 is similar in both saline- and cocaine-
treated groups. Graphic shows quantifications of the density of
VGLUT1-positive bands normalized to tubulin (n = 6 independent
lanes from 6 mice, ¢ test p = 0.5257). ¢ Some VGLUT1 presynapses
were found to be connected with two dendritic spines. The percentage
of spines associated with a multi-connected VGLUT1 presynapse is
increased upon cocaine treatment (Mann—Whitney test p = 0.0388).
d The model of cortico-striatal synapses formation induced by
repeated exposure to cocaine (see main text for details). Left panel
before cocaine, right panel after cocaine. New spines are noted in
yellow. Scale bar 2 pm. Analysis performed on n = 5,978 synapses
of 11,222 spines of 114 neurons from 12 mice

increase in spine density on MSNs in the ventral striatum.
This increase has been documented for several cocaine
administration protocols (Shen et al. 2009; Dumitriu et al.
2012). However critical questions remain, and whether the
increase of spine density corresponds to an enhancement of
connectivity has so far been left aside, with the exception
of one electron microscopy study that showed a global
increase of not identified synapses (Alcantara et al. 2011).
Here, we bring evidence that not only spine density but
also the density of cortico-striatal synapses is increased
24 h after a chronic cocaine treatment that induces loco-
motor sensitization. The analysis of head spines volumes
and spine lengths shows that the newly formed spines have
mature morphologies and are associated with VGLUT1-
positive axonal boutons. Recent studies have shown that
behavioural adaptation induced by cocaine relies on long-
term plasticity at synapses formed by neurons of the pre-
frontal cortex and the ventral hippocampus projecting onto
MSNs from nucleus accumbens (Pascoli et al. 2011, 2014,
Britt et al. 2012). Occlusion of plasticity at cortico-striatal
and hippocampo-striatal synapses, with optogenetic tools,
abolishes the behavioural output induced by cocaine. The
increase in density of VGLUT1 synaptic contacts that we
observed indicates an increase of connections of MSNs,
which could be part of the mechanism of the synaptic
plasticity implied. Nevertheless, metaplasticity has to be
considered, especially the synaptic content of glutamate
receptors subtypes, since chronic cocaine induces the
generation of silent synapses (Huang et al. 2009; Lee and
Dong 2011).

Another important result arising from our analysis is that
the stoichiometry of the two main inputs on MSNs is
preserved when connectivity increases upon cocaine
administration. Indeed, the percentage of dendritic spines
connected to VGLUT1 presynapses was similar in both
saline and cocaine conditions. Hence, in both naive and
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cocaine-treated mice, half of the head spines receive
VGLUTI1-positive cortical afferents while the other half
receives VGLUT2-containing thalamic afferents (Doig
et al. 2010). This implies that VGLUT2-containing tha-
lamic afferents increase their synaptic connections on
MSNs under cocaine similarly to the VGLUTI1-positive
cortical and hippocampal afferents.

Mode of synapse formation

Two models have been proposed to explain the mode of
synapse formation in the adult brain (Holtmaat and Svo-
boda 2009). On the one hand, the growing spine could
instruct the formation of a new presynaptic element from
the axon; on the other hand, the newly formed spines could
contact already existing presynaptic elements. If the first
model were to be right, an increase in VGLUT1 objects
density would have been observed along with the spine
density increase. Our data are not compatible with the first
model and support the second one (Fig. 7d). Moreover, the
occurrence of multiple spines connecting a common
VGLUT 1-positive presynapse was higher under cocaine
treatment. It is likely that the frequency of those events is
underestimated, since a single dendrite was labeled; thus, it
was not possible to identify presynapses contacted by
spines from adjacent dendrites. However, the increase in
percentage of spines converging to a common presynapse
brings strong support to the second model of synapse for-
mation. So far, only one in vivo study directly analyzed the
mode of synapse formation in the adult mouse brain.
Correlative electron microscopy following fluorescent
microscopy of spines from somatosensory cortex allowed
Knott et al. (2006) to observe that new spines contact
presynaptic elements connected to another spine, thus
concluding to a similar mode of synapse formation. Such a
mechanism would favor synchronization, which is critical
for the integration of cortical inputs by MSNs leading to
firing (Mahon et al. 2007).

Taken together, our results show that new cortico-stri-
atal synapses are generated in correlation with locomotor
sensitization induced by cocaine. Furthermore, the mode of
synapse formation seems to correspond to a spine growth
leading to contact and stabilization with pre-existing axo-
nal boutons. We propose that our data showing formation
of new cortico-striatal connections in response to chronic
cocaine should be considered in the design of therapeutic
approaches in addiction.

Acknowledgments This work was supported by Centre National
pour la Recherche Scientifique (CNRS), Institut National de la Santé
et de la Recherche Médicale (INSERM), University Pierre and Marie
Curie (UPMC), Agence Nationale pour la Recherche (ANR, ANR-08-
BLAN-0287) and Fondation Jérome Lejeune and the Labex Bio-Psy
cluster of excellence. We wish to thank Dr. Susanne Bolte and

Richard Schwartzmann from the Cellular Imaging facility of the IBPS
(Institut de Biologie Paris-Seine) for expert assistance on microscopy
and metrological analysis of the setup. We thank Dr. Katlin Slim the
care of the VGLUTI1"*"™ mouse line and Dr. Ann Lohof for intra-
cellular filling of Purkinje cells.

Conflict of interest
interests.

The authors declare no competing financial

References

Alcantara AA, Lim HY, Floyd CE, Garces J, Mendenhall JM, Lyons
CL, Berlanga ML (2011) Cocaine- and morphine-induced
synaptic plasticity in the nucleus accumbens. Synapse 65(4):
309-320

Becker N, Wierenga CJ, Fonseca R, Bonhoeffer T, Ndgerl UV (2008)
LTD induction causes morphological changes of presynaptic
boutons and reduces their contacts with spines. Neuron
60(4):590-597

Britt JP, Benaliouad F, McDevitt RA, Stuber GD, Wise RA, Bonci A
(2012) Synaptic and behavioral profile of multiple glutamatergic
inputs to the nucleus accumbens. Neuron 76(4):790-803

Chen Y, Akin O, Nern A, Tsui CY, Pecot MY, Zipursky SL (2014)
Cell-type-specific labeling of synapses in vivo through synaptic
tagging with recombination. Neuron 81(2):280-293

DeFelipe J (2010) From the connectome to the synaptome: an epic
love story. Science 330(6008):1198-1201

Doig NM, Moss J, Bolam JP (2010) Cortical and thalamic innervation
of direct and indirect pathway medium-sized spiny neurons in
mouse striatum. J Neurosci 30(44):14610-14618

Dumitriu D, Laplant Q, Grossman YS, Dias C, Janssen WG, Russo
SJ, Morrison JH, Nestler EJ (2012) Subregional, dendritic
compartment, and spine subtype specificity in cocaine regulation
of dendritic spines in the nucleus accumbens. J Neurosci
32(20):6957-6966

Fremeau RT Jr, Troyer MD, Pahner I, Nygaard GO, Tran CH, Reimer
RJ, Bellocchio EE, Fortin D, Storm-Mathisen J, Edwards RH
(2001) The expression of vesicular glutamate transporters
defines two classes of excitatory synapse. Neuron 31(2):247-260

Fremeau RT Jr, Voglmaier S, Seal RP, Edwards RH (2004) VGLUTs
define subsets of excitatory neurons and suggest novel roles for
glutamate. Trends Neurosci 27(2):98-103

Gan WB, Grutzendler J, Wong WT, Wong RO, Lichtman JW (2000)
Multicolor “Diolistic” labeling of the nervous system using
lipophilic dye combinations. Neuron 27(2):219-225

Groenewegen HIJ, Wright CI, Beijer AV, Voorn P (1999) Conver-
gence and segregation of ventral striatal inputs and outputs. Ann
N Y Acad Sci 877:49-63

Heck N, Betuing S, Vanhoutte P, Caboche J (2012) A deconvolution
method to improve automated 3D-analysis of dendritic spines:
application to a mouse model of Huntington’s disease. Brain
Struct Funct 217(2):421-434

Helmstaedter M, Briggman KL, Denk W (2008) 3D structural
imaging of the brain with photons and electrons. Curr Opin
Neurobiol 18(6):633-641

Herzog E, Bellenchi GC, Gras C, Bernard V, Ravassard P, Bedet C,
Gasnier B, Giros B, El Mestikawy S (2001) The existence of a
second vesicular glutamate transporter specifies subpopulations
of glutamatergic neurons. J Neurosci 21(22):RC181

Herzog E, Nadrigny F, Silm K, Biesemann C, Helling I, Bersot T,
Steffens H, Schwartzmann R, Négerl UV, El Mestikawy S, Rhee
J, Kirchhoff F, Brose N (2011) In vivo imaging of intersynaptic
vesicle exchange using VGLUT1 Venus knock-in mice. J Neu-
rosci 31(43):15544-15559

@ Springer



2966

Brain Struct Funct (2015) 220:2953-2966

Holtmaat A, Svoboda K (2009) Experience-dependent structural
synaptic plasticity in the mammalian brain. Nat Rev Neurosci
10(9):647-658

Huang YH, Lin Y, Mu P, Lee BR, Brown TE, Wayman G, Marie H,
Liu W, Yan Z, Sorg BA, Schliiter OM, Zukin RS, Dong Y
(2009) In vivo cocaine experience generates silent synapses.
Neuron 63(1):40-47

Hiibener M, Bonhoeffer T (2010) Searching for engrams. Neuron
67(3):363-371

Huerta-Ocampo I, Mena-Segovia J, Bolam JP (2013) Convergence of
cortical and thalamic input to direct and indirect pathway
medium spiny neurons in the striatum. Brain Struct Funct.
doi:10.1007/s00429-013-0601-z

Hyman SE, Malenka RC, Nestler EJ (2006) Neural mechanisms of
addiction: the role of reward-related learning and memory. Annu
Rev Neurosci 29:565-598

Kalivas PW, Volkow ND (2011) New medications for drug addiction
hiding in glutamatergic neuroplasticity. Mol Psychiatry
16(10):974-986

Kim J, Zhao T, Petralia RS, Yu Y, Peng H, Myers E, Magee JC
(2011) mGRASP enables mapping mammalian synaptic con-
nectivity with light microscopy. Nat Methods 9(1):96-102

Knott GW, Holtmaat A, Wilbrecht L, Welker E, Svoboda K (2006)
Spine growth precedes synapse formation in the adult neocortex
in vivo. Nat Neurosci 9(9):1117-11124

Lee BR, Dong Y (2011) Cocaine-induced metaplasticity in the
nucleus accumbens: silent synapse and beyond. Neuropharma-
cology 61(7):1060-1069

Liischer C, Malenka RC (2011) Drug-evoked synaptic plasticity in
addiction: from molecular changes to circuit remodeling. Neuron
69(4):650-663

MacAskill AF, Little JP, Cassel JM, Carter AG (2012) Subcellular
connectivity underlies pathway-specific signaling in the nucleus
accumbens. Nat Neurosci 15(12):1624-1626

Mahon S, Deniau JM, Charpier S (2007) Corticostriatal plasticity: life
after the depression. Trends Neurosci 27(8):460—-467

Meijering M (2012) Cell segmentation: 50 years down the road.
Signal Process Mag IEEE 29(5):140-145

Mishchenko Y, Hu T, Spacek J, Mendenhall J, Harris KM, Chklovskii
DB (2010) Ultrastructural analysis of hippocampal neuropil from
the connectomics perspective. Neuron 67(6):1009—-1020

Ollion J, Cochennec J, Loll F, Escudé C, Boudier T (2013) TANGO: a
generic tool for high-throughput 3D image analysis for studying
nuclear organization. Bioinformatics 29(14):1840-1841

Osten P, Margrie TW (2013) Mapping brain circuitry with a light
microscope. Nat Methods 10(6):515-523

Pascoli V, Turiault M, Liischer C (2011) Reversal of cocaine-evoked
synaptic potentiation resets drug-induced adaptive behaviour.
Nature 481(7379):71-75

Pascoli V, Terrier J, Espallergues J, Valjent E, O’Connor EC, Liischer
C (2014) Contrasting forms of cocaine-evoked plasticity control
components of relapse. Nature 509(7501):459-464

Robinson TE, Kolb B (1999) Alterations in the morphology of
dendrites and dendritic spines in the nucleus accumbens and

@ Springer

prefrontal cortex following repeated treatment with amphet-
amine or cocaine. Eur J Neurosci 11(5):1598-1604

Rodriguez A, Ehlenberger DB, Dickstein DL, Hof PR, Wearne SL
(2008) Automated three-dimensional detection and shape clas-
sification of dendritic spines from fluorescence microscopy
images. PLoS One 3(4):e1997

Rotterman TM, Nardelli P, Cope TC, Alvarez FJ (2014) Normal
distribution of VGLUT1 synapses on spinal motoneuron den-
drites and their reorganization after nerve injury. J Neurosci
34(10):3475-3492

Russo SJ, Dietz DM, Dumitriu D, Morrison JH, Malenka RC, Nestler
EJ (2010) The addicted synapse: mechanisms of synaptic and
structural plasticity in nucleus accumbens. Trends Neurosci
33(6):267-276

Schneider CA, Rasband WS, Eliceiri KW (2012) NIH Image to
ImagelJ: 25 years of image analysis. Nat Methods 9(7):671-675

Schoonover CE, Tapia JC, Schilling VC, Wimmer V, Blazeski R,
Zhang W, Mason CA, Bruno RM (2014) Comparative strength
and dendritic organization of thalamocortical and corticocortical
synapses onto excitatory layer 4 neurons. J Neurosci
34(20):6746-6758

Sesack SR, Grace AA (2010) Cortico-Basal Ganglia reward network:
microcircuitry. Neuropsychopharmacology 35(1):27-47

Shaner NC, Steinbach PA, Tsien RY (2005) A guide to choosing
fluorescent proteins. Nat Methods 12:905-909

Shen HW, Toda S, Moussawi K, Bouknight A, Zahm DS, Kalivas PW
(2009) Altered dendritic spine plasticity in cocaine-withdrawn
rats. J Neurosci 29(9):2876-2884

Spiga S, Acquas E, Puddu MC, Mulas G, Lintas A, Diana M (2011)
Simultaneous golgi-cox and immunofluorescence using confocal
microscopy. Brain Struct Funct 216(3):171-182

Stepanyants A, Chklovskii DB (2005) Neurogeometry and potential
synaptic connectivity. Trends Neurosci 28(7):387-394

van Dongen YC, Mailly P, Thierry AM, Groenewegen HJ, Deniau JM
(2008) Three-dimensional organization of dendrites and local
axon collaterals of shell and core medium-sized spiny projection
neurons of the rat nucleus accumbens. Brain Struct Funct
213(1-2):129-147

Wickersham IR, Feinberg EH (2012) New technologies for imaging
synaptic partners. Curr Opin Neurobiol 22(1):121-127

Wickersham IR, Sullivan HA, Seung HS (2013) Axonal and
subcellular labelling using modified rabies viral vectors. Nat
Commun 4:2332

Wilson CJ, Groves P-M, Kitai S-T, Linder J-C (1983) Three-
dimensional structure of dendritic spines in the rat neostriatum.
J Neurosci 3(2):383-388

Wouterlood FG, Boekel AJ, Meijer GA, Belién JA (2007) Computer-
assisted estimation in the CNS of 3D multimarker ‘overlap’ or
‘touch’ at the level of individual nerve endings: a confocal laser
scanning microscope application. J Neurosci Res 85(6):1215-1228


http://dx.doi.org/10.1007/s00429-013-0601-z

