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NOUVELLE

Organisation spatio-
moléculaire des neurones D2R

du striatum dévoilée par le
séquencage d’ARN a haut débit

Emma Puighermanall, Laia Castell!, Jean-Antoine Girault?,

€mmanuel Valjent!

> Le striatum dorsal (dorsal striatum,
DS) et son extension ventrale, le noyau
accumbens (nucleus accumbens, NAc)
sont des structures cérébrales sous-cor-
ticales impliquées dans la planification
motrice, la prise de décision, la motiva-
tion et les apprentissages contrdlés par
la récompense [1]. Des dysfonctionne-
ments de ces structures sont associés a
de nombreuses maladies neurologiques
ou psychiatriques, notamment la mala-
die de Parkinson, le syndrome de Gilles
de la Tourette, les troubles obsessionnels
compulsifs et du spectre de I'autisme,
ainsi que les comportements addictifs
[2].

Le striatum est composé de neurones
de projection GABAergiques appelés
neurones épineux de taille moyenne
(medium-sized spiny neurons, MSN), qui
représentent environ 95 % des neurones
du striatum chez les rongeurs [1]. Les
5% restant sont constitués d’interneu-
rones cholinergiques et d’une grande
variété d’interneurones GABAergiques
[3]. Les MSN, sur lesquels convergent
des projections glutamatergiques de
I’ensemble du cortex cérébral, du thala-
mus et des régions limbiques telles que
I’hippocampe ou I"amygdale, intégrent
et traitent les informations sensorielles
ou contextuelles. Une fois sélectionnées,
les informations pertinentes sont a leur
tour relayées vers les structures de sortie
des noyaux gris centraux, permettant
ainsi ’exécution de réponses comporte-
mentales adéquates [1]. Lintégration
de ces informations est modulée par les
neurones dopaminergiques ascendants
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provenant de la substance noire (pars
compacta) et de I’aire tegmentale ven-
trale. Ainsi, en attribuant une valeur
motivationnelle positive ou aversive a
ces informations sensorielles ou contex-
tuelles, la dopamine permet une optimi-
sation des réponses comportementales
[4].

La dopamine libérée dans le striatum
agit en activant des récepteurs de la
dopamine de types D1 (D1R) et D2 (D2R),
dont I’expression par les différents types
de neurones striataux varie. Ces deux
sous-types de récepteurs sont exprimés
par les MSN, et apres quelques décennies
de controverses, il est maintenant admis
que les MSN contiennent soit les DIR
soit les D2R, et que seuls quelques-uns
expriment les deux récepteurs dans le DS
et le NAc [5]. Uexpression des D2R n’est
cependant pas limitée aux MSN puisque
ces récepteurs sont également présents
sur les interneurones cholinergiques [6].
Alors que de nombreuses études s’ac-
cordent sur le fait que les neurones du DS
et du NAc exprimant les D2R participent
conjointement mais différemment au
controle moteur, a la prise de décision
ou encore a la motivation, les raisons
de cette diversité fonctionnelle restent
énigmatiques. Récemment, nous avons
mis en évidence 'existence d’une hété-
rogénéité moléculaire et fonctionnelle
des neurones D2R le long de "axe dorso-
ventral du striatum.

Lutilisation de la méthode RiboTag [7],
qui permet d’identifier I"'ensemble des
ARN messagers (ARNm) associés aux
ribosomes dans des populations cellu-

laires et des circuits neuronaux identi-
fiés, nous a permis de déterminer si les
neurones D2R du DS et du NAc avaient
des caractéristiques moléculaires dis-
tinctes. Pour tester cette hypotheése,
nous avons produit la lignée de souris
D2-RiboTag [8], dans laquelle la pro-
téine ribosomique Rpl22 étiquetée avec
I’hémagglutinine ne s’exprime que dans
les MSN exprimant les D2R (D2-MSN) et
dans les interneurones cholinergiques
(Figure 1A). Aprés dissection, les ARNm
présents dans les neurones D2R du DS et
du NAc ont été isolés par immunoprécipi-
tation des polysomes a I’aide d’un anti-
corps anti-hémagglutinine, puis identi-
fiés par séquencage & haut débit (Figure
1B, C). Une analyse bioinformatique a
révélé que, parmi les 14454 transcrits
séquencés codant des protéines, pres
de 3000 étaient plus abondants dans
les neurones D2R du NAc et presque 4
000 dans ceux du DS, suggérant Iexis-
tence d’une hétérogénéité moléculaire
insoupgonnée au sein des D2-MSN et des
interneurones cholinergiques [9].

Les analyses « Gene ontology » ont révélé
une dichotomie entre les genes préféren-
tiellement exprimés dans le DS ou dans le
NAc, qui pourrait sous-tendre la diversité
des rdles et des composants cellulaires
et moléculaires des neurones D2R. A titre
d’exemple, de nombreux génes associés
aux fonctions mitochondriales, notam-
ment en relation avec le fonctionnement
de la chaine respiratoire, sont fortement
exprimés dans les D2-MSN du DS. Ainsi,
26 des 44 genes codant les protéines
du complexe de la chaine respiratoire |
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Figure 1. Hétérogénéité moléculaire et fonctionnelle des neurones D2R le long de [’axe dorso-ventral du striatum. A. Dessin d’une coupe coronale de cerveau
de souris, ol le striatum dorsal (DS) est délimité en rose et le noyau accumbens (NAc) en orange. Encadré schématisant les principaux types cellulaires
présents dans le striatum. Les cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes) et microgliales sont représentées en gris foncé. Les neurones épineux de taille
moyenne (medium-sized spiny neurons, MSN) exprimant le récepteur D1 de la dopamine (D1-MSN) et les différents sous-types d’interneurones GABAergiques
(IN) sont représentés respectivement en gris clair et en noir. Les D2-MSN et les interneurones cholinergiques (ChAT) exprimant la protéine ribosomique Rpl22
étiquetée avec I’hémagglutinine (HA) chez la souris D2-RiboTag sont représentés en vert-gris. B. Schéma descriptif de la méthode Ribotag. Apres dissection
anticorps anti-HA. Une fois isolés, les ARNm présents dans les neurones du DS et du NAc exprimant le récepteur D2 de la dopamine ont été identifiés par
séquencage a haut débit. C. Carte thermique (Heatmap) des 50 génes les plus exprimés préférentiellement dans le DS (rose) ou dans le NAc (orange). Les
niveaux d’expression sont codés par I'intensité des couleurs. D. Organisation spatio-moléculaire de neurones du DS et du NAc exprimant le récepteur D2 de
la dopamine. Les genes plus exprimés dans le DS ou dans le NAc ont des distributions spatiales hétérogenes et sélectives dans le DS médian, le DS latéral,
les striosomes et la matrice du DS, ou encore dans le cceur du NAc et dans de nombreux sous-domaines de ’écorce du NAc. €. Distribution spécifique de la
protéine Wfs1 dans le NAc (images de gauche et du milieu). Uimage de droite est un agrandissement de la zone encadrée montrant I"expression de la pro-
téine Wfs1 dans les neurones du NAc exprimant le récepteur D2 de la dopamine, identifiés par la protéine fluorescente verte (GFP) chez des souris D2-eGFP.
F. Uaction de creuser est altérée chez les souris dans lesquelles les récepteurs D2 de la dopamine ont été invalidés sélectivement, a I'dge adulte, dans les

neurones exprimant le géne Wfs1 (D2-cK0). Dans le test d’enfouissement des billes, le score d’enfouissement est diminué chez les souris D2-cKO.
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sont préférentiellement exprimés dans les
neurones D2R du DS. Ce biais d’expres-
sion a des conséquences fonctionnelles
puisque Iactivité du complexe | de la
chaine respiratoire est plus forte dans le
DS que dans le NAc [9]. Cette différence
d’activité mitochondriale pourrait rendre
compte de la vulnérabilité des D2-MSN
du DS au stress oxydant. Ces observations
sont particulierement pertinentes dans
le contexte de la maladie de Huntington
puisque les D2-MSN du DS sont les pre-
miers a dégénérer dans cette maladie.
Notre analyse a également permis de
révéler I’expression préférentielle de
nombreux génes soumis a I’empreinte
parentale! dans les neurones D2R du NAc.
Parmi les 90 génes soumis a empreinte
parentale détectés dans le striatum, plus
de la moitié présentent une expression
différentielle, 42 genes étant plus expri-
més dans le NAc et 19 dans le DS [9].
Nous avons notamment pu révéler la
présence dans les neurones D2R du NAc
de transcrits codant la tyrosine hydroxy-
lase, ’enzyme limitante de la synthese de
la dopamine, alors méme que la dopa-
mine n’est pas produite dans le striatum
[9]. Bien que la présence de la tyro-
sine hydroxylase dans ces neurones reste
énigmatique, elle a cependant permis de
définir une nouvelle sous-population de
D2-MSN, dont la connectivité et le role
restent a déterminer.

L’analyse des profils d’expression des
génes préférentiellement exprimés
dans les neurones D2R du DS ou du

1 Ce phénomene épigénétique, qui concernerait moins de
1 % des genes, conduit a "expression par la cellule d’un seul
des deux alléles parentaux : soit de I’alléle paternel, soit de
I’alléele maternel, selon le géne.
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NAc a révélé une distribution spatiale
hétérogene qui suggere I'existence d’un
code spatio-moléculaire (Figure 1D)
[9]. Ainsi, I'identification de centaines
de nouveaux marqueurs moléculaires
spécifiques de sous-domaines du DS
et du NAc constitue une ressource de
grande valeur pour cibler des sous-
populations particuliéres de neurones
D2R et étudier leur réle au sein de cir-
cuits striataux spécifiques [9]. Comme
preuve de concept, nous avons caracté-
risé I'identité moléculaire d’une sous-
population neuronale du NAc définie
par I’expression du géene Wfsl et déter-
miné ’impact fonctionnel de la délétion
des D2R dans ces neurones (Figure 1€).
La création d’une lignée de souris dans
laquelle les D2R ont été invalidés sélec-
tivement, a I’dge adulte, dans les neu-
rones exprimant WfsI (D2-cKO) nous
a permis de mettre en évidence le rdle
joué par la dopamine dans I’action de
creuser (Figure 1F) [9]. Ainsi, ce trait
comportemental conservé a travers
I’évolution et utilisé par de nombreuses
espeéces pour chercher ou stocker de
la nourriture, se protéger du froid ou
des prédateurs, repose en partie sur la
présence des D2R dans une sous-popu-
lation de neurones du NAc définie par
I’expression de Wfsl.

Par une approche de séquencage a haut
débit des ARNm exprimés par les neu-
rones D2R du DS et du NAc suivi d’une
analyse bioinformatique, nous avons
pu mettre en évidence Iexistence d’une
hétérogénéité moléculaire et fonction-
nelle des neurones D2R de ces deux
structures. Des analyses multiparamé-
triques croisées ont également permis
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de mettre en lumiere I’existence d’une
organisation spatio-moléculaire des
neurones D2R du striatum et d’identi-
fier une sous-population de neurones
du NAc dans lesquels les D2R jouent un
role spécifique. Ces résultats illustrent
I’intérét de cibler des sous-populations
spécifiques de neurones du DS et du NAc
afin de mieux appréhender les effets de
la dopamine sur ses neurones cibles. ¢
Molecular heterogeneity of striatal D2
neurons
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