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RESUME

Gréce a la greffe de nerfs périphériques, Aguayo et son équipe ont démontré que les
neurones blessés du systeme nerveux central (SNC) conservaient la capacité a régénérer
leur axone dans un environnement non inhibiteur. Cependant, le nombre d’axones capables
de se reconnecter avec les cellules cibles du cerveau était trés fortement limité par la mort
neuronale (Villegas-Perez et al., 1988). Afin de restorer les fonctions nerveuses, il a donc
été suggéré que la régénération axonale et la survie neuronale devaient étre activées
simultanément (Bray et al., 1987). Le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) est
un des plus puissants agents neuroprotecteurs du SNC. Il a ét¢ démontré que les
mécanismes de survie activés par le BDNF et son récepteur, TrkB, dépendaient de
P’activation de la voie Extracellular signal-Regulated Kinase; > (Erkin) (Cheng et al.,
2002). Le BDNF n’est cependant pas capable d’induire de régénération axonale in vivo,
probablement a cause du manque de synthése des protéines du cytosquelette impliquées
dans la croissance axonale (Fournier et al., 1997; Fournier and McKerracher, 1997).
Jusqu’a maintenant, il a été impossible d’activer de maniére coordonnée la survie neuronale
et la régénération pour rétablir I’activité normale du SNC blessé.

L’hypothése principale de la thése est que certaines voies de signalisation du
BDNF/TrkB seraient impliquées dans la survie neuronale, alors que la régénération
axonale pourrait dépendre d’autres mécanismes moléculaires.

Le premier objectif de la thése a été de déterminer le role de la voie Erk;,; dans la
survie neuronale et la régénération axonale aprés une blessure du SNC adulte in vivo. En
utilisant un virus adéno-associé encodant la forme constitutivement active de MEK
(AAV.MEK-ca), nous avons sélectivement activé Erk,, dans les cellules ganglionnaires de
la rétine (CGRs). L’activation soutenue de Erk;s, a augmenté la survie des CGRs aprés la
transection du nerf optique, mais n’a pas stimulé pas la régénération axonale. Ces résultats
indiquent que la voie Erk;, peut, a elle seule, activer la survie des neurones, mais n’est pas
suffisante pour induire la régénération axonale dans le SNC blessé.

Ensuite, nous avons voulu déterminer si la combinaison de BDNF avec la blessure
du cristallin, qui stimule la croissance axonale (Leon et al., 2000), améliorait la survie et la

croissance axonale des neurones axotomisés. Nous avons trouvé que, ensemble,
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I’administration de BDNF et la blessure du cristallin exergaient des effets synergiques sur
la survie des CGRs. De maniére trés inattendue, cette importante survie était accompagnée
par I’abolition compléte de la croissance axonale induite par la blessure du cristallin et par
I’apparition de renflements hypertrophiques dans les axones du nerf optique. Ces
observations remettent en question I’utilisation de facteurs de survie comme le BDNF dans
le traitement des blessures du SNC.

Le BDNF régule I’expression de nombreux effecteurs intracellulaires (Huang and
Reichardt, 2003). Le BDNF contréle potentiellement la synthése des polyamines dans les
neurones. Il a été suggéré que les polyamines produites de maniére endogéne pouvaient étre
des régulateurs naturels du récepteur N-méthyl-D-Aspartate (NMDAR) du glutamate,
impliqué dans la mort neuronale. Nous avons donc cherché a savoir si le BDNF, seul ou via
la syntheése des polyamines, influengait la mort excitotoxique des CGRs déclenchée par le
NMDA. Nos résultats ont démontré que le BDNF n’empéche pas la mort des CGRs induite
par I’excitotoxicité du NMDA et ne change pas le niveau de I’enzyme de synthése des
polyamines, I’arginase I, dans la rétine. Par ailleurs, nous avons trouvé que les polyamines
exacerbaient la toxicité du NMDA. De fagon remarquable, nous avons aussi découvert que
I’inhibition de la synthése des polyamines réduisait la mort neuronale.

La régulation des molécules intracellulaires, comme Erk;» ou les polyamines,
semble étre une stratégie alternative a I’utilisation des facteurs neurotrophiques, tel que le

BDNF, pour stimuler la survie et la régénération axonale.

Mots-clés : cellules ganglionnaires de la rétine, survie neuronale, régénération axonale,
excitotoxicité, brain-derived neurotrophic factor, extracellular signal-regulated kinase;;

(Erk,5), blessure du cristallin, polyamines.



SUMMARY

By using peripheral nerve grafts, Aguayo and his team showed that injured central

nervous system (CNS) neurons conserved the ability to regenerate their axons in a non-
inhibitory environment. However, the number of axons able to reconnect to brain targets
were strongly limited by neuronal cell death (Villegas-Perez et al., 1988). In order to
restore nerve function, it was suggested that axonal regeneration and neuronal survival had
to be simultaneously stimulated (Bray et al., 1987). Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) is one of the most potent neuroprotective agents in the CNS. It has been
demonstrated that survival mechanisms of BDNF and its receptor, TrkB, depend on the
Extracellular Signal-Regulated Kinases;, (Erk;») (Cheng et al., 2002). BDNF, however,
does not promote axonal regeneration in vivo, probably because of the lack of cytoskeleton
protein synthesis required for the axonal growth process (Fournier et al., 1997; Fournier
and McKerracher, 1997). So far, it has been impossible to co-activate neuronal survival and
axonal regeneration to restore normal function in the injured CNS.

The main hypothesis of this thesis is that signaling mechanisms downstream of
BDNF/TrkB are involved in neuron survival, while axonal regeneration may depend
on other molecular mechanisms.

The first objective of the thesis was to determine the role of Erk;» in neuronal
survival and axonal regeneration in the adult, injured CNS in vivo. By using an adeno-
associated virus encoding constitutively active MEK (AAV.MEK-ca), we selectively
stimulated Erk,,, in retinal ganglion cells (RGCs). Sustained activation of Erk;» increased
RGC survival after optic nerve transection, but did not stimulate axonal regeneration. These
data indicate that the Erk;, pathway, alone, can activate neuron survival but is not
sufficient to promote axonal regeneration in the injured CNS.

We then tested whether the combination of BDNF administration with lens injury
(LI), which stimulates axonal growth (Leon et al., 2000), improved survival and axon
regrowth of axotomized neurons. We found that, together, BDNF stimulation and LI
exerted synergistic effects on RGC survival. Unexpectedly, this remarkable survival was
accompanied by complete inhibition of LI-induced axonal regrowth and by the formation of
hypertrophic swellings in optic nerve axons. These observations strongly challenge the use

of survival factors such as BDNF in the treatment of CNS injury.
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BDNF has been shown to modulate the expression of many intracellular effectors
(Huang and Reichardt, 2003). BDNF can potentially regulate polyamine synthesis in
neurons. It has been suggested that endogenously produced polyamine molecules could be
natural regulators of the glutamate receptor, N-methyl-D-Aspartate Receptor (NMDAR),
involved in neuronal cell death. Therefore, we tested the capacity of BDNF to, directly or
via polyamines synthesis, influence NMDA-mediated excitotoxic RGC death. Our results
showed that BDNF did not prevent NMDA-induced RGC death and did not change the
level of the polyamine limiting enzyme, arginase I in the retina. In contrast, we found that
polyamines exacerbated NMDA toxicity. Importantly, we also demonstrate that inhibition
of polyamine synthesis strongly reduced neuronal death.

The regulation of intracellular molecules, such as Erk;, or polyamines, seems to be
an alternative strategy to the use of neurotrophic factors, such as BDNF, to promote

survival and axonal regeneration in injured neurons.

Key words: retinal ganglion cells, neuron survival, axonal regeneration, excitotoxicity,
brain-derived neurotrophic factor, extracellular signal-regulated kinase;;», lens injury,

polyamines.
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CHAPITRE 1

I. INTRODUCTION GENERALE



I.1.) Contribution du modéle rétinocolliculaire a I’étude des blessures du systéme
nerveux central.

Au début du XXéme siécle, les expériences réalisées dans le laboratoire de Ramon y
Cajal ont démontré que le systéme nerveux central (SNC) était incapable de régénérer apres
une blessure (Ramon y Cajal, 1928). Dés lors, le nerf optique et la moelle épiniere fiirent
des parties privilégiées du SNC pour décrire la réponse axonale a une blessure traumatique.
Puisque les nerfs périphériques étaient capables de régénérer, il fut postulé que les nerfs
périphériques représentaient des milieux plus favorables (ou permissifs) a la croissance
axonale des neurones blessés. En collaboration avec Leoz, Tello (1907) testa cette
hypothése en greffant des nerfs sciatiques sur des nerfs optiques de lapin. Il constata que
certaines fibres axonales du nerf optique avaient traversé la cicatrice entre le nerf optique et
le greffon et s’avancaient loin dans la greffe périphérique. Ces premieres observations de
régénération dans le SNC furent reprises par Aguayo et son équipe au début des années
1980. En employant des techniques modernes de tragage axonal et les greffes de nerfs
périphériques, Aguayo et ses collaborateurs observerent que les neurones centraux de la
moelle épiniére (Richardson et al., 1980; David and Aguayo, 1981), du cortex cérébral
(Benfey and Aguayo, 1982), et de la rétine (So and Aguayo, 1985) pouvaient régénérer sur
de longues distances. C’est encore en utilisant le systeme visuel qu’on démontra que les
axones régénérant a travers un nerf sciatique pouvaient reformer des synapses
fonctionnelles dans le cerveau (Vidal-Sanz et al., 1987; Carter et al., 1989; Keirstead et al.,
1989). Les données récoltées chez Aguayo ont prouvé que la régénération des neurones
centraux n’est pas impossible aprés une blessure axonale.

Depuis, I’élucidation des mécanismes moléculaires et cellulaires permettant aux
neurones centraux de régénérer a fait ’objet de nombreuses études. Un but premier de cette
recherche est de mieux protéger et de rétablir la fonction des neurones lésés. En effet, les
greffes de nerfs périphériques ne permettent qu’a un nombre trés limité de neurones de
régénérer leur axone et de survivre. Par exemple, on évalue a ~3% la proportion des axones
du nerf optique capables de régénérer a travers une greffe de nerf périphérique de 3-3,5cm
de long, aprés 8-10 semaines (Vidal-Sanz et al., 1987). Ce faible taux de régénération
s’explique par la mort massive des neurones mais aussi par le succés trés partiel des

neurones survivant a faire repousser leur axone (~20%) (Villegas-Perez et al., 1988a). Le



rétablissement des fonctions nerveuses du SNC blessé requiert d’améliorer la régénération
axonale et la survie neuronale simultanément (Bray et al., 1987). Cet objectif passe par une
meilleure connaissance des mécanismes moléculaires et cellulaires contr6lant la croissance
axonale et la neuroprotection.

Comme nous le verrons dans I’introduction générale de cette thése, le systeme
visuel est un modeéle de choix pour étudier les mécanismes de mort et de régénération dans
le SNC. Dans un premier temps, je présenterai la formation des projections rétino-
colliculaires des cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) pendant le développement.
Ensuite, je ferai une revue des principaux facteurs qui nuisent a la régénération axonale et a
la survie des neurones blessés. L’utilisation des facteurs neurotrophiques, avec
principalement le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), sera exposée comme

stratégie réparatrice des neurones lésés. Enfin, j’établirai les objectifs de la thése.

1.2.) Développement du systéme rétinocolliculaire.

Connaitre le développement du systéme rétinocolliculaire est un préalable a 1’étude
de la survie neuronale et de la régénération axonale chez I’adulte. Les CGRs sont les
neurones qui transmettent 1’information visuelle entre la rétine et le cerveau. Les corps
cellulaires des CGRs sont placés dans une monocouche de la rétine interne et projettent de
trés longs axones a travers le nerf optique jusqu’aux cellules cibles du cerveau. Chez les
rongeurs, la plupart des terminaisons synaptiques des CGRs se trouve dans le collicule
supérieur, qui sert de relais cérébral pour la vision non-consciente. Seules 30% des CGRs
projettent des branches collatérales vers le corps genouillé latéral ou transitent les
informations visuelles conscientes (Isenmann et al., 2003). L’établissement du systéme
rétinocolliculaire est complexe et fait intervenir de nombreuses molécules qui contrdlent la

différenciation cellulaire et la croissance axonale au cours du développement.

1.2.1.) Différenciation des cellules ganglionnaires de la rétine.

Pendant la neurogenése, les cellules optiques primordiales sont générées par la
division et la migration rostrale de cellules du diencéphale. Les 6 différents types de
cellules rétiniennes dérivent toutes des mémes cellules neuroblastiques ou cellules

progénitrices (Turner and Cepko, 1987). Les CGRs sont les premiéres cellules de la rétine



qui se différencient et sont suivies des cellules horizontales, des cones, des cellules
amacrines, des batonnets, des cellules bipolaires et des cellules de Miiller (La Vail et al.,
1991; Cepko et al., 1996; Rapaport et al., 2004). Les cellules progénitrices sont
multipotentes jusqu’a leur derniére mitose. Les progéniteurs sortent du cycle cellulaire et
acquiérent un phénotype cellulaire sous ’influence de facteurs génétiques intrinséques et de

facteurs extrinséques présents dans le milieu extracellulaire (Livesey and Cepko, 2001).

1.2.1.1.) Les facteurs génétiques intrinséques.

La « naissance » des CGRs commence vers E11-E13 chez les rongeurs. Les CGRs
apparaissent en une « vague de différenciation » qui commence au centre de la rétine et se
propage vers la périphérie (Young, 1985; Hu and Easter, 1999; McCabe et al., 1999;
Neumann and Nuesslein-Volhard, 2000). On ne sait pas exactement comment une cellule
postmitotique devient compétente pour se différencier en CGR. Il a cependant €té proposé
que le partage asymétrique d’ARNm et de protéines comme Numb serait un mécanisme
précoce qui dirige une cellule mitotique vers la différenciation cellulaire (Cayouette et al.,
2001). De plus, on reconnait I’activation hiérarchique de génes régulant la différenciation et
la spécification des CGRs (Mu and Klein, 2004). La cascade d’activation des facteurs de
transcription Pax-6, Math-5 (homologue mammalien d’atonal 5 chez la drosophile et de
XathS chez le xénope) et Brn-3b est essentielle a la différenciation des neuroblastes en
CGRs dans le régne animal. Plus les génes impliqués dans cette cascade sont en aval et plus
ils sont spécifiques aux CGRs. Par exemple, si Pax-6 est inactivé, hormis les cellules
amacrines (des interneurones dans la rétine), aucun autre type de cellule rétinienne ne peut
se différencier (Marquardt et al., 2001). Par contre, la délétion du gene de math5 chez des
souris transgéniques conduit spécifiquement a I’absence de CGRs et du nerf optique
(Brown et al., 1998; Brown et al., 2001). Parallélement au déficit de CGRs, un plus grand
nombre de cellules amacrines et de cOnes est observé (Brown et al., 1998; Wang et al.,
2001). La délétion de Brn-3b n’empéche pas la différenciation en CGRs (Gan et al., 1999)
mais altére profondément 1’axonogenese (voir ci dessous) (Erkman et al., 2000; Wang et
al., 2000). L’analyse des souris mutantes permet de spéculer sur l’existence d’un ou
plusieurs facteurs de transcription entre Math-5 et Brn-3b qui induirait la différenciation

des CGRs (Mu and Klein, 2004).



1.2.1.2.) Les facteurs extrinséques.

Un des facteurs sécrétés le mieux connu dans la différenciation des CGRs est Sonic
hedge hog (Shh). Les premiéres CGRs différenciées régulent 1’apparition de nouvelles
CGRs grace a la sécrétion de Shh. L’expression de Shh est transitoire et suit I’onde de
différenciation des CGRs du centre vers la périphérie de la rétine (Neumann and Nuesslein-
Volhard, 2000). Alors que Shh semble induire la différenciation en CGRs a faible
concentration, la forte concentration en Shh derriére la vague de différenciation réprime le
phénotype en CGR (Zhang and Yang, 2001; Wang et al., 2005). La fonction duale de Shh
permet I’autorégulation de la production de CGRs dans la rétine. Jusqu’a récemment, la
fonction connue de Shh se limitait a la différenciation des CGRs mais des travaux ont
montré que Shh était aussi impliquée dans la projection et le guidage des axones. Shh agit
comme une molécule chimioattractrice sur les axones de la moelle épiniére (Charron et al.,
2003). Dans la rétine, Shh a d’abord été considéré comme un facteur restreignant la motilité
du cone de croissance et I’augmentation de Shh semblait perturber le guidage axonal
(Trousse et al., 2001). Mais derniérement, il a été démontré que Shh exergait des effets

biphasiques sur la croissance axonale en fonction de sa concentration (Kolpak et al., 2005).

1.2.2.) Projections axonales des cellules ganglionnaires de la rétine.
1.2.2.1.) Contrdle intrinséque de la croissance axonale.

Les CGRs émettent un prolongement axonal dans 1’ordre de leur apparition, du
centre vers la périphérie de la rétine (Drager, 1985). Le programme de croissance axonale
intrinséque des CGRs est activé pendant un temps limité qui va de la différenciation des
CGRs (E11-E13) jusqu’a la naisssance de 1’animal (P0) (Goldberg et al., 2002a). 1l a été
suggéré qu’apres cette période, les cellules amacrines libérent un signal faisant basculer les
CGRs d’un mode de croissance axonale a un mode de croissance dendritique (Goldberg,
2004). Peu de choses sont connues sur le controle génétique du programme de croissance
axonale des CGRs. Mais il a été démontré que certains facteurs de transcription a domaine
POU de la famille Brn-3 ont un rdle essentiel dans 1’établissement des prolongements
axonaux. La délétion de Brn-3b réduit fortement le nombre d’axones et provoque de
nombreuses anomalies de projection pour le peu d’axones qui s’étendent dans le nerf

optique (Gan et al., 1999; Erkman et al., 2000; Wang et al., 2000). De fagon remarquable,



le développement des dendrites ne semble pas inhibé par 1’absence de Brn-3b. Donc, la
fonction de Brn-3b contrdlerait spécifiquement la croissance neuritique de type axonale.
D’autres facteurs de la famille de Brn-3b, tels que Brn-3a et Brn-3¢ sont aussi exprimés
dans les CGRs et peuvent partiellement compenser la perte de Brn-3b (Wang et al., 2002c).
Le programme de croissance intrinséque aux CGRs est indispensable a la projection des
axones, mais des facteurs extérieurs a la cellule sont nécessaires pour stimuler la croissance

axonale et orienter le cone de croissance dans I’environnement (Goldberg et al., 2002b).

1.2.2.2.) Le guidage axonal.

Pour se connecter au cerveau, les axones doivent d’abord trouver I’entrée du nerf
optique, traverser le chiasma optique, voyager a travers le tractus optique et reconnaitre leur
cellule cible dans le thalamus et le mésencéphale. Les étapes de cet itinéraire sont balisées
par des molécules de guidage répulsives et attractives qui constituent la carte de route

chimique pour le cone de croissance.

1.2.2.2.a.) Le cone de croissance.

Le cone de croissance est la protubérance terminale motile qui permet I’allongement
de I’axone. Le cOne de croissance est composé d’une région centrale (C) aplatie
(lamellipodes) et d’une région périphérique (P) ou la membrane cytoplasmique se déforme
en doigts de gants (filopodes) (Figure 1A). Les microtubules s’avancent jusque dans la
région centrale et les organelles y sont transportées antérogradement. Dans la région
périphérique (P), les filaments d’actine polymérisent et forment des faisceaux dans les
filopodes et un réseau de microfilaments d’actine moins organisé dans les lamellipodes
(Gallo and Letourneau, 2000).

Lorsqu’une molécule attractrice est détectée au niveau d’un filopode, la
polymérisation de I’actine en filament d’actine F est favorisée du c6té distal qui est noté
«+» par rapport a la dépolymérisation du coté proximal noté «-» (Figure 1A).
L’allongement de I’actine provoque une extension des filopodes appelée aussi
« protrusion » du cone de croissance (Goldberg and Burmeister, 1986). Pour que ce

mouvement soit efficace, des contacts entre les protéines de la matrice extracellulaire et les
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Figure 1. Le cone de croissance et la navigation intra-rétinienne. (A) Le cOne de
croissance est I’extrémité motile de 1’axone ou I’assemblage du cytosquelette est trés
dynamique. La polymérisation de I’actine a I’extrémité positive du filopode et la
dépolymérisation de ’actine a I’extrémité négative régulent I’extension et la rétraction du
filopode respectivement. (B) Les premiéres CGRs qui se différencient au centre de la rétine
émettent des prolongements axonaux dits pionniers (1). Les axones sont attirés vers I’entrée
du nerf optique par un gradient diffusible et croissant de nétrine 1 (4) sécrétée par des
cellules du neuroépithélium qui entourent le disque optique. Le retour des cones de
croissance vers la rétine est inhibé par I’action conjuguée de la nétrine 1 et de la laminine 1
(3) qui change la nature attractive de nétrine 1 en signal répulsif. L’orientation des cones de
croissance vers la périphérie est inhibée par un revétement de protéoglycan a chondroitine
sulfate (CSPG) dans la matrice extracellulaire (2). Ultérieurement, les axones émis par les
CGRs périphériques forment des fascicules avec les axones pionniers grace a des contacts
homophiles entre les immunoglobulines L1 ((5) et Figure 1A) et rampent le long des
axones pré-existants. © Vincent Pernet.



récepteurs d’adhésion moléculaires (molécules d’adhésion cellulaires, intégrines et
cadhérines) liés aux filaments d’actine sont nécessaires. Ainsi, les filaments d’actine
poussent vers I’avant le filopode qui s’appuie sur le substrat de croissance pour que
s’exerce la traction. La quantité d’actine dans le cone de croissance ne change pas mais est
plutét recyclée du pdle « — » au pdle « + » de I’actine F. Les microtubules envahissent la
région P suivant la progression de ’actine dans les filopodes et « consolident » I’avancée
de I’axone (Goldberg and Burmeister, 1986).

A Tlinverse, des substances chimiorépulsives activent la dépolymérisation de
lactine F qui produit la rétraction du c6ne de croissance ou son effondrement. De plus, un
flux rétrograde des filaments d’actine est causé par les mouvements contractiles de la
myosine II (non musculaire) (Brown and Bridgman, 2003). Le mouvement rétrograde de
’actine F engendré par la myosine II s’oppose a I’extension du pdle « + » (Lin et al., 1996).

Un changement de direction du cdne de croissance représente un mouvement plus
subtil que I’extension ou la rétraction. On pense que c’est la polymérisation asymétrique de
’actine dans le cone de croissance qui amorce un changement de direction (Dent and

Gertler, 2003).

1.2.2.2.b.) Contrdle de I’assemblage du cytosquelette dans le cone de croissance par les
molécules de guidage.

Le remodelage du cytosquelette supportant la chimioattraction et la chimiorépulsion
dépend des enzymes de polymérisation et dépolymérisation de I’actine, du transport
rétrograde de I’actine F, de ’endocytose et de la polymérisation des microtubules. Les
mécanismes de réorganisation du cytosquelette sont influencés dans la cellule par les petites
GTPases de la famille de Rho qui sont RhoA, Cdc42 et Racl.

Les protéines de la famille de Rho sont activées par une liaison au GTP et
redeviennent inactives lorsqu’elles hydrolysent le GTP en GDP grace a leur activité
GTPasique intrinséque. L’état d’activation des GTPases est régulé par les protéines
Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) qui libérent le GDP, ce qui permet au GTP de
venir se lier et d’activer la protéine Rho. Inversement, les GTPase Activating Protein
(GAP) augmentent ’activité GTPasique endogéne et donc favorisent le retour a 1’état

inactif sous la forme couplée au GDP (Huber et al., 2003). Par ailleurs, il a récemment été
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montré que Rho pouvait étre activée grace au clivage de sa liaison avec I’inhibiteur Rho
GDP Dissociation Factor (Rho-GDI), facilitant ainsi le passage vers la forme active RhoA-
GTP (Yamashita and Tohyama, 2003).

Les différentes classes de molécules de guidage axonal utilisent les Rho-GTPases
comme médiateurs intracellulaires. En se liant au récepteur Deleted in Colorectal Cancer
(DCCQ), nétrine 1 stimule I’élaboration de filopodes via I’activation de Cdc42 et Racl (Li et
al., 2002; Shekarabi and Kennedy, 2002; Shekarabi et al., 2005). L’éphrine A5 (Wahl et al.,
2000) et I’éphrine A2 (Shamah et al., 2001) exercent une action répulsive sur le cone de
croissance des cellules ganglionnaires de la rétine par I’activation de RhoA et
simultanément I’inactivation de Rac et Cdc42. De maniere trés générale, I’activation de
RhoA apparait comme le médiateur de la chimiorépulsion alors que Rac et Cdc42 sont
considérés comme les médiateurs de ’attraction du cone de croissance (Huber et al., 2003).

Les mécanismes controlant la polymérisation et la dépolymérisation de I’actine et
des microtubules n’ont pas encore été clairement reliés aux molécules de guidage dans les
cellules nerveuses (Huber et al., 2003). Par contre, on sait que la polymérisation de I’actine
dans le cone de croissance est contrdlée par la profiline en téte du filopode (pole
« + ») (Suetsugu et al., 1998) et que des mutations des protéines de la famille Enabled
(Ena), régulant la profiline, provoquent des anomalies des projections axonales pendant le
développement. (Lanier et al., 1999; Wills et al., 1999; Yu et al., 2002). De plus, la
dépolymérisation de I’actine F du c6té « - » par ’enzyme Actin Depolymerizing Factor
(ADF)/cofiline est nécessaire au recyclage des monomeres d’actine du coté « + » et a
’extension des filipodes. La phosphorylation d’ADF/cofiline par la kinase LIMK inactive
la dépolymérisation de I’actine F et inhibe la projection des filipodes. Inversement,
Slingshot est une phosphatase qui déphosphoryle ADF/cofiline et la rend active (Huber et
al., 2003). Des travaux trés récents ont impliqué I’activation de la voie RhoA/ROCK/LIMK
dans I’inhibition du c6ne de croissance par les protéines de la myéline (Hsieh et al., 2006),
alors que son inhibition par les neurotrophines se traduit par 1’élaboration de filipodes dans

le cone de croissance (Gehler et al., 2004a; Gehler et al., 2004b).
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1.2.2.3.) La croissance axonale dans la rétine.

La croissance axonale dans le systéme visuel implique de nombreuses molécules de
guidage qui influencent la navigation du cone de croissance (Figure 1) (Tessier-Lavigne
and Goodman, 1996; Oster et al., 2004). Dans la rétine, les premiers axones partent du
centre de la rétine et sont qualifiés de pionniers. Les axones des CGRs plus périphériques se
hissent sur les axones pré-existants (pionniers) par I’intermédiaire d’interactions
homophiles entre les immunoglobulines L1 membranaires (Brittis et al., 1995; Brittis and
Silver, 1995). La présence de molécule d’éphrine-B dans la rétine semble contribuer
également a la fasciculation des axones par répulsion (Birgbauer et al., 2000; Birgbauer et
al., 2001). Les axones grandissent vers le centre de la rétine et sont attirés vers I’intérieur
du nerf optique par un gradient chimioattracteur de protéine de nétrine-1 sécrétée par des
cellules neuroépithéliales entourant le disque optique (Deiner et al., 1997). En méme temps,
I’orientation du cdne de croissance vers la périphérie de la rétine est inhibée par un anneau
de protéines a chondroitine sulphate (CSPG) dans la matrice extracellulaire (Snow et al.,

1991; Brittis et al., 1992).

1.2.2.4.) La décussation axonale dans le chiasma optique.

Les cones de croissance qui atteignent le chiasma optique doivent décider de
traverser la ligne médiane vers le c6té contralatéral ou de continuer leur progression du coté
ispilatéral. La majorité (97-99%) des axones choisissent de passer du c6té contralatéral
et ~1-3% continuent leur chemin ipsilatéralement chez le rongeur (Isenmann et al., 2003;
Jeffery and Erskine, 2005). Chez le primate, 50% des CGRs, qui se trouvent dans la rétine
temporale, projettent du c6té ipsilatéral aprés le chiasma optique (Isenmann et al., 2003).
Dans la région du chiasma optique, les protéines répulsives Slitl et 2 de la famille des
immunoglobulines sont sécrétées sur la surface ventrale de ’hypothalamus et servent a
indiquer le lieu de croisement des axones sur }’axe médian rostro-caudal (Figure 2, (1))
(Erskine et al., 2000; Ringstedt et al., 2000; Plump et al., 2002). L’expression d’éphrine-B2
sur la ligne médiane chiasmatique pourrait agir comme un aiguilleur chimique repoussant
les axones ipsilatéraux qui portent le récepteur EphB1 (Jeffery and Erskine, 2005). Mais
d’autres molécules que les éphrines semblent requises pour la décussation des axones dans

le chiasma optique. De plus, ’expression de certains génes est intrinséquement impliquée
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dans le croisement du chiasma tels que celui du Growth-Associated Protein (GAP-43) (Zhu
and Julien, 1999) ou encore les facteurs de transcription Zic2 (Herrera et al., 2003), et Isl2
(Pak et al., 2004).

1.2.2.5.) La carte rétinotopique: I’'importance des éphrines.

Des cellules CGRs voisines dans la rétine font synapse avec des cellules voisines du
collicule supérieur, de sorte qu’il y a une correspondance spatiale entre les CGRs dans la
rétine et les cellules colliculaires : il s’agit de la carte rétinotopique (Tessier-Lavigne and
Goodman, 1996). Par exemple, les axones de la rétine nasale établissent des synapses dans
le collicule postérieur alors que les axones de la rétine temporale s’arrétent dans le collicule
antérieur (Figure 2).

Dés 1963, Sperry a proposé que le positionnement antéro-postérieur et meédio-
temporal des terminaisons axonales des CGRs dans le collicule supérieur était dicté par des
molécules de guidage établies en gradient (Sperry, 1963). Les éphrines-A et -B sont des
molécules chimiorépulsives distribuées en gradient dans le collicule supérieur qui
participent a la localisation des terminaisons sur ’axe antéro-postérieur et médio-temporal
respectivement (Knoll and Drescher, 2002). Un gradient rostro-caudal croissant d’éphrine-
A (éphrine-A2, éphrine-A5, éphrine-A6) a la surface du collicule repousse les cones de
croissance des CGRs exprimant le récepteur aux éphrines EphA3 (Figure 2, (2)).
L’expression du récepteur EphA3 par les cellules ganglionnaires suit un gradient temporo-
nasal croissant, rendant les axones temporaux plus sensibles a la répulsion des éphrines-A
dans la région postérieure du collicule supérieur (Figure 2, (3)). De fagon analogue, les
éphrines-B sont exprimées suivant un gradient médio-temporal croissant dans le collicule
supérieur et inhibent la croissance des axones porteurs de récepteur EphB. En outre, il faut
noter que la dénomination de ligands et récepteurs est subjective dans la description ci-
dessus puisque les cellules présentatrices d’éphrines et celles exhibant Eph s’activent
mutuellement et que la signalisation est considérée comme « bidirectionnelle » (Knoll and
Drescher, 2002). L’expression complémentaire de EphA et EphB dans la rétine et des
éphrines A et B dans le collicule supérieur illustre comment 1’expression intrinséque de
récepteurs peut conditionner la réponse des cones de croissance aux molécules présentes

dans I’environnement.
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Figure 2. Projections rétinotopiques des cellules ganglionnaires de la rétine. La tres
grande majorité (97-99%) des axones du nerf optique traversent le chiasma optique et
continue leur chemin dans le tractus optique contralatéral chez les rongeurs ((1), les
projections ipsilatérales ne sont pas représentées pour la clarté¢ du dessin). Les axones ont
pour cible principale le collicule supérieur, alors que seuls 30% des axones envoient des
branches collatérales vers le corps genouillé latéral. L’expression en gradient des récepteurs
EphA et EphB dans la rétine (2) confére aux axones une sensibilité plus grande au gradient
répulsif d’éphrines A et B dans le collicule supérieur. Les axones de la rétine temporale
exprimant le récepteur EphA sont sensibles a la répulsion des éphrines présentes a la
surface du collicule supérieur suivant un gradient croissant postéro-antérieur (P-A)
(orange). Un gradient croissant d’éphrine-B médio-temporal (M-T) dans le collicule
supérieur repousse les axones de la rétine ventrale (V) possédant le récepteur EphB (violet)
(non illustrés pour une question d’espace) (3). L’exclusion par chimiorépulsion des
éphrines oriente le positionnement des terminaisons axonales. © Vincent Pernet.
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La présence d’autres molécules comme la Repulsive Guidance Molecule (RGM), répartie
selon un gradient antéro-postérieur dans le collicule, semble agir de la méme facon que les
éphrines dans le guidage des axones bien que n’étant pas apparentée a cette famille de

molécules (Monnier et al., 2002).

1.3.) Le modé¢le de blessure du nerf optique.
1.3.1.) La perte du programme de croissance axonale chez ’adulte.

La croissance axonale des CGRs chute brutalement aprés la naissance (aprés E21
chez le rat) (Goldberg et al., 2002a; Avwenagha et al., 2003). A cette période, il a été
suggéré que les cellules amacrines envoient un signal faisant basculer les CGRs d’un mode
de croissance axonale & un mode de croissance dendritique (Goldberg, 2004). Cette
transition est rapide et irréversible. Les facteurs venant des cellules amacrines affectent la
capacité intrinseque des CGRs a émettre un axone. L’expression de facteurs de
transcription comme Brn-3b ou Shh, activés précocement lors de la différenciation des
CGRs et rapidement éteints apres le développement, pourrait étre impliquée dans la baisse
de croissance axonale chez I’adulte (Weishaupt et al., 2005). Les CGRs adultes possédent
donc une trés faible capacité intrinseque a faire repousser leur axone blessé. Par exemple,
sur des substrats de croissance équivalents, les axones de neurones adultes poussent 10 fois
moins vite que ceux des neurones embryonnaires (Goldberg et al., 2002a). Néanmoins, bien
que les neurones adultes soient peu aptes a régénérer leur axone sectionné, une faible
proportion d’entre eux y arrive lorsque le milieu de croissance devient permissif.

Les mécanismes de guidage et de croissance axonale qui sont impliqués dans le
développement doivent étre réinitiés chez 1’adulte pour permettre la régénération axonale
apres une blessure. Les nombreuses données disponibles sur le développement du systéme
rétinocolliculaire contribuent a rendre le modéle de blessure du nerf optique trés pertinent
pour étudier les mécanismes de régénération axonale dans le SNC adulte blessé (Oster et
al., 2004).

Depuis les travaux pionniers d’Aguayo, la blessure du nerf optique est devenue un
modele standard pour étudier les processus dégénératifs des axones et les mécanismes de
mort dans le systéme nerveux central (Aguayo et al., 1987). L il est une fenétre donnant

un acces direct aux corps cellulaires des CGRs. 11 est donc relativement facile de tester des
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molécules sur les CGRs en les injectant dans 1’humeur vitrée (Figure 3A). De plus, la
compartimentation exceptionnelle des corps cellulaires (dans la rétine) et des axones (dans
le nerf optique) des CGRs fait de ces neurones un modele unique pour I’étude de la survie
neuronale et de la régénération axonale dans le SNC in vivo (Figure 3D). Par exemple, les
corps cellulaires des CGRs peuvent étre spécifiquement marqués dans la rétine par le
transport axonal rétrograde de traceurs déposés au niveau des terminaisons axonales sur le
collicule supérieur (Figure 3A) (Vidal-Sanz et al., 1988; Villegas-Perez et al., 1993). Les
axones du nerf optique peuvent étre visualisés in vivo grace a des traceurs tels que la
peroxydase de radis noir (HRP) ou la sous-unité B de la toxine du choléra (CTP) injectés
dans Despace vitréen et transportés antérogradement dans les axones (Figure 3E)
(Angelucci et al, 1996; Selles-Navarro et al., 2001). L’anatomie du systeme
rétinocolliculaire se préte particuliérement bien & 1’application des techniques d’études de

la régénération axonale et de la survie neuronale in vivo.

1.3.2.) Changements histologiques dans le nerf optique blessé.
1.3.2.1.) La réponse axonale.

La transection ou I’écrasement du nerf optique provoque des changements
histologiques importants et évolutifs dans le temps. De facon générale, la réponse des
axones du nerf optique et des cellules non-nerveuses a 1’axotomie est semblable a celle
d’autres blessures traumatiques dans le SNC et le systéme nerveux périphérique (SNP)
(Stichel and Muller, 1998). Dans les premiéres heures suivant 1’axotomie (24 hres<), les
terminaisons des axones proximaux s’hypertrophient et prennent la forme de batons de golf
(Figure 4). Les jours qui suivent, les extrémités bourgeonnent localement dans la région
blessée mais la croissance est rapidement avortée; les extensions émises finissent par
régresser de quelques dizaines de microns et se stabilisent avant la blessure (Ramon y
Cajal, 1928; Zeng et al., 1994; Selles-Navarro et al., 2001). Les axones distaux, séparés de
leur corps cellulaire, se fragmentent et subissent la dégénérescence wallérienne qui s’étend

sur plusieurs semaines (Ludwin, 1990; Stichel and Muller, 1998).
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Figure 3. Protocole expérimental pour I’étude de la survie et la régénération axonale
in vivo. (A) Les cellules ganglionnaires de la rétine (CGRs) sont marquées grice au
transport axonal rétrograde d’un traceur fluorescent, le FluoroGold (FG), déposé a la
surface du collicule supérieur. Les corps cellulaires des CGRs, situés dans la partie la plus
interne de la rétine, peuvent étre directement traités par injection intravitréenne a travers la
sclérotique. (B) Dans le modéle d’axotomie des CGRs, le nerf optique est exposé hors de sa
gaine en préservant 1’apport sanguin par ’artére ophtalmique. Pour étudier la régénération
axonale, une microlésion est réalisée en nouant une fine suture (10.0) autour du nerf
optique. La ligature est maintenue serrée pendant une minute, puis retirée afin de replacer le
nerf optique dans sa position anatomique. (E) Treize jours aprés la microlésion, les axones
sont marqués par le transport antérograde de la sous-unité B de la toxine du choléra (CTp).
Vingt-quatre heures plus tard, les nerfs optiques sont traités pour observer par
immunohistochimie les axones marqués a la CTP sur coupes longitudinales. Les axones
poussant dans le nerf optique distal, 50 pm, 100 pm, 250 um, 500 pm et 1000 um apres le
site de 1ésion sont dénombrés pour établir un profil quantitatif de régénération axonale pour
chaque traitement. (B) Dans 1’étude de la survie, le nerf optique est coupé avec des micro-
ciseaux chirurgicaux a 1,5-2 mm de la téte du nerf optique. (D) Entre 1 et 4 semaines apres
la blessure, les CGRs ayant survécu sont visualisées grace & la flurorescence du FG sur des
rétines étalées. La survie est quantifiée dans 12 grilles disposées a 1, 2 et 3 mm du nerf
optique a la surface des quatres quadrants (supérieur, temporal, inférieur, nasal) de la rétine.
La surface de la rétine échantillonnée avec les 12 grilles représente 1 mm?®. (C) Selon le
modele de blessure du cristallin, une simple perforation du cristallin avec une aiguille induit
’activation des macrophages dans la rétine et la régénération axonale dans le nerf optique

aprés microlésion. © Vincent Pernet.
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1.3.2.2.) La réponse des cellules non-nerveuses.

Les astrocytes sont abondants dans le nerf optique entier et leurs fines extensions

constituent un réseau dense communiquant par des jonctions lacunaires (gap junction)
(Berry et al., 1996). Aprés un écrasement du nerf optique, les astrocytes deviennent réactifs,
gonflent et libérent de nombreuses molécules dans la matrice extracellulaire. Dans un
premier temps, les astrocytes sont exclus du site de blessure puis envahissent la région
endommagée (Selles-Navarro et al., 2001). Les astrocytes contribuent trés activement a la
formation d’une cicatrice qui représente une barriére inhibitrice a la régénération axonale
dans le SNC (voir 1.3.3.2., p21). La cicatrice gliale produite par les astrocytes est
considérée comme une cause importante de 1’absence de régénération axonale dans le SNC
par rapport au SNP (Dezawa and Adachi-Usami, 2000).
Les macrophages activés infiltrent rapidement la région du nerf optique autour du site de
lésion et phagocytent les débris des axones et de la myéline. Le recrutement des
macrophages est trés proéminent le 3°™ jour et reste élevé pendant la premiére semaine qui
suit I’axotomie (Zeng et al., 1994). Bien que le nettoyage des débris de myéline par les
macrophages semble a priori profitable & la croissance axonale, il n’est clairement pas
suffisant pour observer de la régénération dans le nerf optique (David et al., 1990; Lazarov-
Spiegler et al., 1996). Les macrophages sont normalement rares dans la rétine saine
(Garcia-Valenzuela and Sharma, 1999; Leon et al., 2000). L’activation provoquée des
macrophages dans la rétine stimule la croissance axonale et la survie neuronale (voir
section 1.5., p41).

Les cellules microgliales sont des monocytes qui dérivent des mémes cellules
progénitrices que les macrophages. Dans la rétine intacte, les cellules microgliales résident
naturellement dans la couche fibreuse (ou se trouvent les axones des CGRs) et dans la
couche des cellules ganglionnaires (Raibon et al., 2002). Elles ont alors des extensions
ramifiées qui sont caractéristiques de leur état de repos. Aprés une blessure du nerf optique,
les cellules microgliales proliferent et leur état d’activation devient reconnaissable a leur
forme améboide (Figure 4). L’activation de la microglie est systématique et proportionelle
a la mort des CGRs 1ésées (Fischer et al., 2000). Les cellules microgliales facilitent la mort

des CGRs et phagocytent leur débris dans la rétine (Thanos et al., 1993), alors que dans le

nerf optique leur role parait plutot bénéfique & la régénération axonale (Raibon et al., 2002).
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Figure 4. La blessure du nerf optique. L’écrasement du nerf optique sectionne les
axones. Dans un premier temps, les terminaisons proximales des axones s hypertrophient et
prennent la forme de batons de golf. Ensuite, de fins prolongements bourgeonnent
localement a partir des terminaisons (~5°"° jour post-axotomie) mais régressent par la suite.
Dans le nerf optique distal. les axones se fragmentent et dégénérent (dégénérescence
wallérienne). Les jours qui suivent 1’axotomie, une cicatrice gliale est formée par les
astrocytes du nerf optique et constitue une barriére physique et chimique a la croissance des
axones. Les macrophages s’infiltrent autour du site de blessure pour débarrasser les débris
de myéline et des axones endommagés. La région écrasée est trés activement
néovascularisée. Dans la rétine, les CGRs montrent des signes de mort tels que les corps
apoptotiques et la condensation de la chromatine. Les cellules microgliales s’activent et
phagocytent les débris des CGRs détruites. © Vincent Pernet.



20

Les cellules de Miiller sont les principales cellules gliales dans la rétine. Les corps
cellulaires des cellules de Miiller sont localisés dans la couche nucléaire interne de la rétine
et leurs extensions radiaires traversent I’épaisseur de la rétine (Figure 4). Les cellules de
Miiller jouent un rdle important d’osmorégulateur, de régulateur du pH, de recycleur des
neurotransmetteurs (GABA et glutamate) et de réserves énergétiques dans la rétine
(Newman and Reichenbach, 1996). Les prolongements des cellules de Miiller s’élargissent
en un pied qui englobe les corps cellulaires des CGRs. Apres la blessure du nerf optique,
les cellules de Miiller entrent en gliose et se mettent & exprimer la Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) (Chen and Weber, 2002). La GFAP est un filament intermédiaire
fortement augmenté par les astrocytes dans le cerveau aprés une blessure traumatique
(Lewis and Fisher, 2003). Néanmoins, la fonction de la GFAP et les conséquences de la
gliose sur la survie des CGRs sont mal connues.

Outre I’activation des nombreuses cellules immunitaires et des cellules gliales dans
la rétine, la blessure du nerf optique s’accompagne de néovascularisation importante qui
peut étre visualisée par marquage immunohistochimique de la laminine (Selles-Navarro et

al., 2001).

1.3.3.) Les molécules inhibitrices de la croissance axonale dans I’environnement.
1.3.3.1.) Les protéines inhibitrices de la myéline.

Depuis trés longtemps, les protéines contenues dans la myéline ont été suspectées
d’inhiber la croissance axonale aprés des blessures dans le SNC (Ramon y Cajal, 1928),
mais ce n’est qu'au cours des 10 derniéres années que les molécules inhibitrices de la
myéline ont été identifiées. La découverte de la Myelin-Associated Glycoprotein (MAG)
(McKerracher et al., 1994), Nogo-A (GrandPre et al., 2000) et Oligodendrocyte Myelin
glycoprotein (OMgp) (Kottis et al., 2002; Wang et al., 2002b) a permis de clarifier I’origine
inhibitrice de la myéline. Récemment, le récepteur Nogo-66 Receptor (NgR) pour une
partie de Nogo-A (Nogo-66) a été identifié (Fournier et al., 2001; Fournier et al., 2002). En
dépit de la différence de structure entre les protéines Nogo-A, MAG et OMgp, il a été
démontré que toutes activaient le récepteur NgR de Nogo-66 (Fournier et al., 2001;
Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002; Wang et al., 2002b) (Figure 5). Cependant, NgR

est attaché a la membrane cytoplasmique externe par un lien glycosylphosphatidylinositol
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(GPI) et ne posséde donc pas de domaine intracellulaire. La transduction du signal
inhibiteur passe par p75 qui interagit avec NgR par I’intermédiaire de Lrr and Ig domain-
containing, noGO receptor-interacting protein (LINGO) (Wang et al., 2002a; Mi et al,,
2004). Cependant, plusieurs types de neurones du SNC comme les CGRs adultes
n’expriment pas le récepteur p75 (Hu et al., 1998; Hu et al., 1999a; Park et al., 2005). La
découverte récente de TROY, un récepteur de la famille des Tumor Necrosis Factor
Receptors (TNFR) fortement exprimé par les CGRs, a démontré que p75 ou TROY jouait
un role analogue dans le mécanisme de transduction du signal inhibiteur (Park et al., 2005;
Shao et al., 2005) (Figure 5). De plus, on suspecte I’existence d’autres co-récepteurs de

NgR similaires a p75 et TROY (Mandemakers and Barres, 2005).

1.3.3.2.) La cicatrice gliale.

En réponse a la blessure du nerf optique et du SNC en général, la formation d’une
cicatrice gliale par les astrocytes réactifs a un impact trés négatif sur la croissance axonale
(Dezawa and Adachi-Usami, 2000). Les astrocytes envahissent le site de la lésion et
sécrétent de nombreuses molécules dans la matrice extracellulaire tels que la laminine, la
ténascine, et de nombreux protéoglycans (protéoglycan a héparan sulfate (HSPG),
protéoglycan a chondroitine sulfate (CSPG), protéoglycan a kératan sulfate (KSPG),
protéoglycan a dermatan sulfate (DSPG). En particulier, les CSPGs sont trés inhibiteurs de
la croissance axonale. Les CSPGs forment une famille de protéoglycans qui comportent un
domaine glycosaminoglycan (GAG) répulsif pour les cones de croissance (Properzi et al.,
2003). Aprés un écrasement trés local du nerf optique, I’expression de CSPG est focalisée
sur le site de blessure (Selles-Navarro et al., 2001; Sapieha et al., 2005). La dégradation de
la partie inhibitrice des CSPGs (GAG) par la chondroitinase ABC dérivée de la bactérie
Proteus vulgaris permet la régénération axonale in vitro et in vivo (Silver and Miller, 2004).
La gliose des astrocytes dans la blessure du nerf nuit a la régénération axonale en formant

une barriére physique et chimique.



[$%4
o

OLIGODENDROCYTE
.y MAG NOGO-A  OMgp
d dig: P C T aqY

Cz
—Ed

NEURONE Activation de RhoA

Inhibition de la croissance neuritique

Figure 5. Les protéines inhibitrices de la myéline. Les protéines de la myéline MAG,
NOGO-A et OMgp ont pour récepteur commun NgR. Le récepteur NgR forme un
complexe hétérotrimérique avec LINGO et p75 ou TROY qui sont nécessaires a la
transduction du signal intracellulaire. L’activation intracellulaire de RhoA inhibe la

polymérisation du cytosquelette dans le cone de croissance et bloque la régénération
axonale. © Vincent Pernet.
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1.3.3.3.) L’activation intracellulaire de RhoA.

La protéine GTPase RhoA régule I’assemblage du cytosquelette du cone de
croissance pendant le développement mais est aussi un médiateur intracellulaire commun
aux différentes protéines inhibitrices de la myéline (Lehmann et al., 1999; Dubreuil et al.,
2003; Fournier et al., 2003). La liaison de MAG et NOGO-A avec p75 est capable d’initier
I’activation de RhoA en le dissociant de son inhibiteur Rho-GDI (Yamashita and Tohyama,
2003). La convergence des différentes molécules inhibitrices sur RhoA permet de lever les
multiples inhibitions a la croissance axonale en ciblant RhoA. Par exemple, I’inhibition de
RhoA par C3-ADP-ribosyltransferase (C3) extrait de Botulinium clostridium rend possible
la croissance axonale sur des substrats trés inhibiteurs comme ceux recouverts par MAG ou
par des protéines de la famille des CSPGs (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002;
Borisoff et al., 2003). /n vivo, I’inhibition de RhoA ou de la molécule en aval, Rho Kinase
(ROCK), a notamment permis d’observer de la régénération dans le nerf optique et la
moelle épiniére aprés axotomie (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002; Fournier et

al., 2003; Fischer et al., 2004; Bertrand et al., 2005).

1.3.4.) La mort apoptotique des cellules ganglionnaires de la rétine.

L’axotomie du nerf optique, provoque la mort des CGRs de maniére stéréotypée.
Chez le rat albinos, la densité¢ de CGRs commence a diminuer vers le 5™ jour aprés
I’axotomie du nerf optique effectuée au niveau de la téte du nerf optique (1,5-2 mm derriere
la rétine) (Villegas-Perez et al., 1988b; Mansour-Robaey et al., 1994). Environ 50% des
CGRs meurent une semaine apres la transection du nerf optique et elles ne sont plus que 5-
10% a survivre aprés deux semaines. En outre, ce patron de mort est directement influencé
par la distance a laquelle I’axone est sectionné du corps cellulaire. Par exemple, les cellules
meurent plus lentement apreés la blessure intracranienne du nerf optique, plus €loignée de la
rétine (Villegas-Perez et al., 1993; Berkelaar et al., 1994).

Les mécanismes d’initiation de la mort des CGRs axotomisées ne sont pas connus,
mais de nombreuses études ont décrit les signes spécifiques de I’apoptose et démontrent sa
prépondérance dans ce type de blessure. La condensation de la chromatine et le

fractionnement de I’ADN nucléaire des CGRs, typique de 1’apoptose, sont détectables dés

le 2°™ jour aprés I’axotomie du nerf optique (Bonfanti et al., 1996; Garcia-Valenzuela and
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Sharma, 1999). Le pic d’apoptose est atteint vers le
mort des CGRs.

jour, dans la phase rapide de la

1.4.) Les facteurs neurotrophiques dans le mod¢le de I’axotomie.
1.4.1.) Les facteurs neurotrophiques dans la mort neuronale.
1.4.1.1.) La théorie des facteurs neurotrophiques.

Les protéines de la famille des neurotrophines sont de puissants agents de
croissance neuritique et de survie neuronale. Au début des années 1950, le Nerve Growth
Factor (NGF) fut le premier facteur neurotrophique découvert par Levi-Montalcini et
Hamburger initialement dans les sarcomes de souris (Levi-Montalcini and Hamburger,
1951), puis le venin de serpent (Levi-Montalcini and Cohen, 1956) et la glande salivaire
sous-maxillaire (Levi-Montalcini and Cohen, 1960). Ces trois sources de NGF montrérent
une impressionnante activation de la croissance axonale sur des co-cultures de neurones
sympathiques et sensoriels. /n vivo, I’injection de NGF dans des ceufs de poulet induisit
I’hyperinnervation des viscéres et I’intrusion des fibres nerveuses sympathiques dans les
veines (Levi-Montalcini and Cohen, 1956, 1960). Par la suite, d’autres protéines analogues
a NGF, le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (Barde et al., 1982), la
Neurotrophin 3 (NT3) (Hohn et al., 1990) et la Neurotrophin 4/5 (NT4/5) (Berkemeier et
al., 1991; Hallbook et al., 1991) ont été découvertes et ont formé la famille des
neurotrophines (NT).

En plus de leur effet sur la croissance neuritique, les NT se sont avérées des facteurs
de survie neuronaux puissants. Il a été proposé que la survie des neurones dépendait des
neurotrophines produites par leurs organes cibles, lieu ou aboutissent les terminaisons
axonales (Oppenheim, 1989). On a suspecté que la mort développementale des neurones
surnuméraires était due a la quantité limitée de facteurs neurotrophiques délivrés par la
cible (Levi-Montalcini, 1987). Les axones seraient donc en compétition pour se connecter a
leur cible et pour le maintien de leur survie. De plus, ce lien trophique donnait une
explication a la mort de certains neurones centraux apres leur dénervation. Dans le SNC, la
théorie des facteurs neurotrophiques a été développée autour des effets du BDNF sur les

CGRs.
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1.4.1.2.) Réle du BDNF dans le maintien des cellules ganglionnaires de la rétine.

Apres la purification du BDNF par Barde (1982) a partir de cerveaux de porc, des
études ont mis en évidence les propriétés exceptionnelles de ce facteur neutrotrophique sur
la croissance axonale et la survie neuronale de neurones sensoriels de la moelle épiniére
(Lindsay et al., 1985; Davies et al., 1986). Les premiéres observations des effets de survie
du BDNF dans le SNC ont été réalisées sur des cellules ganglionnaires de la rétine en
culture (Johnson et al., 1986). Le fait que la survie des CGRs devenait dépendante du
BDNF aprés la période de projection axonale a été considéré comme la validation de la
théorie des facteurs neurotrophiques dans le SNC (Rodriguez-Tebar et al., 1989). Cette idée
a été particulierement exploitée dans le modéle d’axotomie du nerf optique pour expliquer
la mort des CGRs. En effet, le BDNF est produit en grande quantité par le collicule
supérieur (et le tectum pour les vertébrés inférieurs) et transporté rétrogradement dans les
axones jusqu’aux corps cellulaires des CGRs (Herzog and von Bartheld, 1998; Ma et al.,
1998). Donc, aprés axotomie, les CGRs perdant leur contact avec leur cellule cible
dépériraient par privation de facteurs neurotrophiques transportés rétrogradement. Cette
hypothése semble particulierement valide pour les CGRs en développement. L’ablation du
collicule supérieur ou sa destruction chimique chez le jeune rat conduit a la mort rapide des
CGRs dont les premiers signes sont visibles dés 24 heures aprés la blessure (Harvey and
Robertson, 1992; Spalding et al., 2004). L’injection de BDNF dans le collicule supérieur
augmente le taux de survie des CGRs pendant la période de mort développementale (Ma et
al., 1998). Mais dans la rétine adulte, la survie des CGRs est bien moins dépendante du
collicule supérieur. Les CGRs adultes meurent beaucoup moins vite que les CGRs de rat
nouveau-né apres 1’axotomie (Bonfanti et al., 1996) et I’élimination chirurgicale ou
chimique du collicule supérieur n’affecte pas la survie des CGRs adultes (Perry and Cowey,
1982; Delisle and Carpenter, 1984). Il est possible que les CGRs postnatales
s’affranchissent de leur lien trophique avec leur cible grice a la production croissante de
BDNF dans la rétine postnatale (Ma et al., 1998; Seki et al., 2003).

La génération de souris mutantes dépourvues des génes encodant pour les
neurotrophines a permis d’étudier I’importance de ces facteurs dans la mort
développementale et le maintien des CGRs adultes. De maniére trés surprenante,

I’élimination du gene de BDNF ne semble pas augmenter la mort des CGRs pendant le
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développement (Cellerino et al., 1997). Chez ces animaux, une compensation par NT4/5,
qui active aussi le récepteur Tropomyosin-related kinase B (TrkB) (voir 1.4.1.4.b., p27), est
improbable. En effet, la délétion de trkb n’accroit le taux de mort pendant le développement
que de fagon transitoire mais ne modifie pas le nombre final des CGRs apres la période de
maturation (Pollock et al., 2003). Toutefois, une baisse légere et lente (20%) des CGRs
chez les animaux adultes trkb™" suggére que le BDNF participe au maintien de la survie a

plus long terme (Rohrer et al., 2001).

1.4.1.3.) Effets des facteurs neurotrophiques sur les cellules ganglionnaires de la rétine
axotomisées.

L’administration de NT exogénes telles que le BDNF, NT3, ou NT4/5 dans I’espace
vitréen ralentit la mort des CGRs aprés la transection du nerf optique. Néanmoins, les effets
de survie varient beaucoup entre ces facteurs neuroprotecteurs. Parmi eux, le BDNF est
celui qui protége le plus et le plus longtemps les CGRs apres 1’axotomie (Mey and Thanos,
1993; Mansour-Robaey et al., 1994; Peinado-Ramon et al., 1996; Di Polo et al., 1998;
Klocker et al., 2000; Chen and Weber, 2001). Par exemple, in vivo le BDNF protége 40%
de CGRs 2 semaines aprés axotomie par rapport a une rétine non traitée ou seules 5-10%
CGRs survivent. L’action neuroprotectrice du BDNF est dépendante de la dose administrée
(Rodriguez-Tebar et al., 1989; Mansour-Robaey et al., 1994). Toutefois, in vivo, la survie
des CGRs requiert un niveau de BDNF nettement supérieur a ceux utilisés in vitro. Par
exemple, pour stimuler la survie des CGRs il suffit de 50-100 ng/mL de BDNF en culture,
alors qu’in vivo la dose de BDNF injectée dans le vitré doit correspondre a ~100 000
ng/mL. Les puissants effets neuroprotecteurs du BDNF ont fait de cette neurotrophine un

facteur trés étudi€ dans les mécanismes de survie neuronale en général.

1.4.1.4.) Mécanismes moléculaires de la survie induite par le BDNF.
1.4.1.4.a.) Sécrétions des facteurs neurotrophiques.

Les NT partagent une grande homologie de séquence bien qu’ils soient transcrits a
partir de génes distincts. Les protéines des NT sont d’abord traduites sous forme de pré-
pro-protéines de ~240 a 260 acides aminés. La maturation protéique est assurée par le

clivage enzymatique des pré-séquences dans le réticulum endoplasmique et 1’excision des
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pro-domaines dans le réseau transgolgien ou les vésicules de sécrétion immatures (Figure
6A) (Lessmann et al., 2003). Les NT matures et immatures sont transportées dans des
vésicules de petit calibre (50-100 nm) et sont sécrétées dans le milieu extracellulaire de
fagon constitutive. Alternativement, les NT sont contenues dans de larges granules (100-
300 nm) dont la fusion avec la membrane cytoplasmique dépend du Ca®". Ainsi, le BDNF
est sécrété dans le cerveau par une voie continue, non-régulée, et par une autre voie
dépendante du niveau d’activité neuronale.

Dans la rétine, le BDNF est principalement produit par les cellules de la couche des CGRs,
et plus faiblement par les cellules de la couche nucléaire interne. L’expression du BDNF est
modulée par les stimuli visuels. Entre I’ouverture des paupiéres a 1’dge postnatal P14-P15
et le stade adulte, le niveau d’ARNm (Cao et al., 1997; Seki et al., 2003) et de la protéine
du BDNF (Frost et al., 2001; Seki et al., 2003) augmente de 2 & 3 fois dans la rétine de
rongeur. La privation de lumiére par la couture des paupieres (Seki et al., 2003) ou le
conditionnement a 1’obscurité (Pollock et al., 2001) abaisse la production rétinienne de NT.
Au contraire, les NT augmentent dans la rétine d’animaux élevés en lumiére continue par
rapport aux animaux gardés dans des conditions cycliques d’illumination (12h de
lumiére/12h d’obscurité). Le niveau plus bas de BDNF pendant la phase nocturne suggere
que le BDNF suit des variations circadiennes (Pollock et al., 2001). La synthése rétinienne
de BDNF, contrdlée par la lumiére, influence la maturation postnatale du systéme visuel

jusque dans le cortex (Mandolesi et al., 2005).

1.4.1.4.b.) Les récepteurs du BDNF p75 et TrkB.

Le BDNF se lie spécifiquement au récepteur a tyrosine kinase TrkB et au récepteur
p75 de la superfamille des Tumor Necrosis Factor Receptors (TNFR). Les autres NT (NT3,
NT4/5, NGF) possédent une affinité équivalente & BDNF pour le p75, mais se lient
sélectivement & d’autres récepteurs de la famille Trk (Roux and Barker, 2002). NGF se lie
au récepteur TrkA; NT3 a pour récepteur principal TrkC et se fixe avec une affinité plus
faible a TrkA et TrkB. Le récepteur TrkB transmet les effets neuroprotecteurs du BDNF

tandis que le p75 peut déclencher la mort neuronale. Donc, en fonction des récepteurs qui
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Figure 6. Structure du BDNF et ses récepteurs TrkB et p75. (A) La forme pré-pro-
protéine du BDNF est transformée par des convertases en une forme mature (fleches). (B)
Le BDNF se lie aux domaines Ig2 et CRD3 des récepteurs TrkB et p75 respectivement. De
maniére générale, les récepteurs Trk comportent des bouquets de cystéines et des motifs
riches en leucine dans la région extracellulaire N-terminale. Deux domaines a
immunoglobulines Igl et Ig2 jouxtent la membrane cytoplasmique. Lors de I’activation du
récepteur, le domaine kinase phosphoryle les tyrosines (Y670, Y674, Y675) dans la boucle
intracellulaire et deux autres tyrosines (Y490 et Y785) importantes dans les mécanismes de
signalisation (voir figure 6). Le récepteur p75 appartient a la superfamille des récepteurs de
mort TNFR. Quatre répétitions de domaines riches en cystéines (CDR1-4) sont typiques
des récepteurs de cette famille. Du c6té intracellulaire, un « domaine de mort » (DD) initie
la cascade d’apoptose. Certains effets de survie activés par le p75 seraient médiés par
’intéraction des protéines TRAF avec un domaine de liaison en amont de DD. © Vincent
Pernet.
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ont présents a la surface des neurones, un méme facteur neurotrophique peut
paradoxalement activer la mort ou la survie (Miller and Kaplan, 2001).

Les Trk partagent une structure similaire avec deux bouquets de cystéines encadrant
des motifs riches en leucine du c6té N-terminal extracellulaire, suivis de deux domaines a
immunoglobulines (Igl et [g2) jouxtant la membrane (Figure 6B). Le domaine Ig2 de TrkA
et TrkB joue un rdle particuliérement important dans les interactions avec les NT (Huang
and Reichardt, 2003). La région cytoplasmique contient un domaine tyrosine kinase
essentiel pour la transduction du signal (voir section 1.4.1.4.c., p30). Dans la rétine des
vertébrés en général, le récepteur TrkB est largement exprimé par les cellules de la rétine
interne, incluant les CGRs et les cellules amacrines, et dans une sous-population de
photorécepteurs de la rétine externe (Jelsma et al., 1993; Cellerino and Kohler, 1997; Di
Polo et al., 2000). Le BDNF peut donc directement activer les voies de survie en se liant a
TrkB sur les CGRs.

Le récepteur p75 appartient a la famille des TNFR étroitement liés & la mort
cellulaire. L extrémité extracellulaire de p75 comprend 4 répétitions de domaines riches en
cystéine (CRD1-4) qui sont communs aux TNFR (Roux and Barker, 2002) (Figure 6B). Le
domaine CDR3 serait notamment impliqué dans les intéractions avec les NT. La région
cytoplasmique présente un domaine de mort de ~80 acides aminés caractéristique des
TNFR (Death Domain, DD) en amont de la signalisation apoptotique. Par ailleurs, le p75
aurait certains effets de survie par ’intermédiaire d’autres régions interagissant avec les
TNFR-Associated Factors (TRAF4,6).

Dans la rétine, I’expression de p75 est généralement retrouvée dans les cellules de
Miiller et les cellules bipolaires mais sa présence dans les CGRs varie entre les espéces. Le
récepteur p75 est exprimé dans les CGRs de poulet qui ont souvent été utilisées pour
étudier les effets du BDNF ou d’autres neurotrophines (Herzog and von Bartheld, 1998;
von Bartheld and Butowt, 2000). Par exemple, I’activation du récepteur p75 par le NGF
stimule la mort des CGRs embryonnaires de poulet (Frade and Barde, 1998; Frade et al.,
1999). De plus, chez les CGRs de poulet adulte, le BDNF est transporté antérogradement
dans I’axone en se liant 4 p75 ou TrkB (Butowt and von Bartheld, 2005). Néanmoins, il est
important de souligner que chez les CGRs de rats adultes, intactes ou axotomisées, le

récepteur p75 n’est pas exprimé et donc n’est pas impliqué dans la signalisation du BDNF
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(Hu et al., 1998; Hu et al., 1999b; Park et al., 2005). Par conséquent, chez le rat, p75 ne
participe pas a la mort développementale des CGRs (Ding et al., 2001) et seul TrkB est

impliqué dans le transport antérograde du BDNF dans les axones des CGRs de rat.

1.4.1.4.c.) Signalisation intracellulaire de la survie passant par TrkB.

La présence du récepteur TrkB a la surface des neurones du SNC est régulée par
’activité neuronale. La dépolarisation ou 1’augmentation intracellulaire d’AMPc recrutent
les récepteurs TrkB de la réserve intracellulaire vers la membrane (Meyer-Franke et al.,
1998). C’est pourquoi la dépolarisation ou I’AMPc sont nécessaires a la survie induite par
les facteurs neurotrophiques in vitro (Meyer-Franke et al., 1995). Une fois activés par la
liaison des facteurs neurotrophiques, les récepteurs Trk forment des homodimeéres qui
s’autophosphorylent sur les résidus tyrosines du coté cytoplasmique (Figure 6B et Figure
7). Les groupes phospho-tyrosines (Y490, Y670, Y674, Y675, Y785) stimulent les voies de
signalisation intracellulaires  Extracellular  Signal-Regulated Kinase; > (Erkip),
Phosphatidyllnositol-3-Kinase (P1-3K) et PhosphoLipase Cy (PLCy) (Kaplan and Miller,
2000; Chao, 2003; Huang and Reichardt, 2003). Les voies Erk;; et PI-3K sont toutes les
deux activées par la liaison de la protéine adaptatrice Src homologous and Collagen-like
(Shc) a la tyrosine phosphorylée en position Y490. Si cette tyrosine est substituée par un
acide aminé phénylalanine dans TrkA ou TrkB, I’activation de P-Erk;, et P-Akt par les
facteurs neurotrophiques NGF et BDNF devient impossible et leurs effets sur la survie et la
croissance axonale disparaissent chez des neurones sympathiques (Atwal et al., 2000).

Dans la voie de Erk;;, la tyrosine phosphorylée Y490 recrute Shc qui active
successivement Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), Son Of Sevenless (SOS),
Ras, Mapk/Erk Kinasel (MEK1), Erk,;, Ribosomal S6 kinase (Rsk), et cAMP Response
Element Binding protein (CREB). Bonni et ses collégues ont rapporté¢ que la survie des
cellules granulaires du cervelet supportée par le BDNF dépendait de la voie Erk;;,. En
absence de support trophique, ’activation directe de MEKI est suffisante pour inhiber
’apoptose, ce qui démontre I’importance de la voie Erk,, dans les mécanismes de survie.
En aval de Erk,;, Rsk supprime les mécanismes d’apoptose en phosphorylant la protéine
pro-apoptotique Bad sur la sérine 112 (voir 1.4.1.4.d., p35). Rsk active également le facteur
de transcription CREB par phosphorylation de la sérine 133 (Bonni et al., 1999). La
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phosphorylation de CREB sur la sérine 133 peut étre déclenchée par 1’administration de
NGF directement sur le corps cellulaire des neurones sympathiques ou bien a I’extrémité de
I’axone et par le transport rétrograde du complexe NGF-TrkA activé jusqu’au noyau
(Riccio et al., 1999). Le NGF active le promoteur du géne de bel-2 dans les cellules PC12
selon un mécanisme dépendant de Erk;, (Liu et al., 1999). In vivo, I’expression d’une
forme constitutivement active de CREB dans les cellules olfactives sensorielles inhibe la
mort apoptotique et s’accompagne de I’expression de Bcl-2 (Watt et al.,, 2004). La
transcription de Bcl-2 par CREB apparait comme un mécanisme de survie important des
facteurs neurotrophiques. Il a donc été proposé que le BDNF stimulait la survie neuronale a
deux niveaux : en réprimant I’apoptose par Bad dans le cytoplasme et en activant
I’expression de génes de survie dans le noyau via CREB (Bonni et al., 1999). La voie PI-
3K passe par I’activation en série des intermédiaires Shc, Grb2, Grb2-associated binder 1
(Gabl), PI-3K, Phosphoinositide-dependent kinase-1, 2 (PDK-1/PDK-2) et Protein Kinase
B (Akt) qui forment une autre cascade de signalisation & partir de Trk. La voie de
signalisation PI-3K/Akt est étroitement impliquée dans la survie neuronale activée par les
neurotrophines telles que le BDNF ou le NGF (Kaplan and Miller, 2000). Pour activer PI-
3K, Shc requiert la participation de la protéine adaptatrice Gabl (Figure 7). En aval de PI-
3K, la protéine kinase a sérine/thréonine Akt (protéine kinase B) est nécessaire aux effets
de survie du NGF et peut, a elle seule, maintenir les neurones symapthiques en vie
(Crowder and Freeman, 1998). Dans les cellules granulaires du cervelet, Akt inhibe
I’apoptose en phosphorylant la protéine pro-apoptotique Bad sur la sérine 136 (Datta et al.,
1997; del Peso et al., 1997). Une fois phosphorylée, Bad n’interagit plus avec la protéine de
survie Bel-x, et se fixe a la protéine cytosolique 14-3-3 (Zha et al., 1996). Dans ce cas, Bad
ne peut donc plus initier la cascade apoptotique passant par les caspases (voir 1.4.1.4.d.,
p35).

L’importance relative des voies PI-3K et Erk;/, dans la survie neuronale fait encore
I’objet de beaucoup de controverse. En effet, les facteurs neurotrophiques activent les voies
de signalisation MEK/Erk,; et PI-3K/Akt qui, en théorie, ont toutes les deux la capacité de
stimuler la survie neuronale. Cependant, la survie des motoneurones stimulée par le BDNF
semble étre uniquement supportée par la voie Erk,, alors que I’inhibition de la voie PI-3K

avec des inhibiteurs pharmacologiques n’affecte pas la survie (Dolcet et al., 1999).
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Figure 7. Mécanismes de survie du BDNF/TrkB contre I’apoptose. La liaison du BDNF
a son récepteur TrkB active les voies de signalisation PLCy, Ras/Raf/Erk,» et PI-3K/Akt.
Ces deux derniéres cascades moléculaires inhibent I’activation des caspases en dégradant la
protéine pro-apoptotique Bad et en empéchant la formation de 1’apoptosome (1). De plus, la
voie Erk;»/CREB maintient les caspases inactives grace a la transcription de la protéine
anti-apoptotique Bcl-2 (2). La voie MEKS/Erks est une voie parallele de survie qui est
activée par les neurotrophines (4). La présence de Bcl-2 dans la membrane mitochondriale
externe empéche la libération du cytochrome-c dans le cytoplasme et s’oppose a la
formation de 1’apoptosome. Aprés la blessure, la cascade des caspases est déclenchée par la
formation de I’apoptosome grice a la libération de cytochrome-c hors de la mitochondrie
(3). Le clivage de la procaspase 9 en caspase 9 active stimule a son tour le passage de la
procaspase 3 en caspase 3. La caspase 3 est une caspase effectrice qui dégrade les
macromolécules (ADN, protéines) vitales pour la cellule. © Vincent Pernet.
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A D’inverse, certains groupent ont rapporté que la voie PI-3K/Akt contribuait 4 ~80% des
effets de survie du NGF sur les neurones sympathiques (Kaplan and Miller, 2000). Pour
expliquer ces différences, certains auteurs ont proposé que la voie PI-3K jouait un réle
prépondérant dans la survie neuronale « basale », induite par les facteurs neurotrophiques,
alors que la voie Erk;s, serait plus spécifiquement requise pour inhiber la mort neuronale
aprés une blessure (Kaplan and Miller, 2000; Hetman and Gozdz, 2004). En culture, la
privation de facteurs neurotrophiques est une technique largement employée pour étudier
les mécanismes d’apoptose qui se mettent en place « par défaut ». Ainsi, Cavanaugh et ses
collaborateurs ont observé que la survie des neurones corticaux est soutenue par le BDNF
selon un mécanisme dépendant de la voie PI-3K/Akt (Hetman et al., 1999). Dans cette
méme étude, la voie Ras/Erk,,, serait la voie majeure de survie activée par le BDNF pour
empécher I’apoptose déclenchée chimiquement par la camptothécine. Cette hypothese fait
une distinction importante entre la mort par défaut et la mort induite par une blessure, mais
n’est pas vérifiée dans plusieurs autres études. Par exemple, 1’érythropoiétine (EPO)
stimule la survie des CGRs in vitro aprés la privation de facteur neurotrophique et in vivo
aprés une blessure du nerf optique (Weiskaupt et al., 2004). L’inhibition de la
phosphorylation d’Akt induite par ’EPO abolit la survie neuronale aussi bien dans le
modele de privation de support trophique que celui de blessure axonale. Dans un méme
modéle de blessure comme celui de la transection du nerf optique, le role respectif de Erk;,
et PI-3K dans la survie n’est pas clair. En utilisant des inhibiteurs pharmacologiques de
Erk;» (PD98059) et PI-3K (wortmannin ou LY294002), Klocker et ses collegues ont trouvé
que les effets de survie du BDNF sur les CGRs axotomisées n’étaient pas atténués par
I’inhibition de I’une ou de I’autre voie (Klocker et al., 2000). Ces auteurs en ont déduit que
les deux voies de signalisation activaient des mécanismes de survie intracellulaires
redondants. Le travail de Nakazawa et de ses collégues est en totale contradiction avec ces
conclusions. Ces derniers ont observé que I’inhibition de la voie Erk;, (avec U0126) ou PI-
3K (avec LY294002) réduisait séparément de ~40% la survie des CGRs axotomisées apres
I’administration de BDNF, suggérant que les deux voies de signalisation sont nécessaires a
la neuroprotection (Nakazawa et al., 2002). Néanmoins, plusieurs études ont montré que la
survie des CGRs par le BDNF ou TrkB requerait 1’activation de Erk;., alors que la voie PI-

3K n’apparaissait pas indispensable (Meyer-Franke et al., 1995; Cheng et al., 2002). Par
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exemple, la survie des CGRs par ’activation de TrkB est perdue apres le bloquage de la
voie Erk;» avec D’inhibiteur de MEKI, PD98059 (Cheng et al., 2002). Par contre,
I’inactivation de la voie PI-3K avec la molécule LY294002 n’affecte pas la survie passant
par TrkB. Au contraire, dans la survie des CGRs induite par I’administration d’/nsulin-like
Growth Factor (IGF-1), la phosphorylation d’Akt apparait primordiale (Kermer et al.,
2000). L’activation d’Akt par IGF-1 est réduite par !’inhibition de PI-3K avec la
wortmannin et mene a I’abolition compléte des effets neuroprotecteurs. Dans ce dernier
exemple, IGF-1 est donc capable de stimuler la survie en activant uniquement PI-3K/Akt.
L’importance de la voie PI-3K/Akt et Erk;, dans la survie des neurones blessés est une
question fondamentale qui reste trés controversée avec I’utilisation des inhibiteurs
pharmacologiques. Un des objectifs principaux de la thése a été de tester ’implication de la
voie Erk;s, dans la survie des neurones adultes blessés en régulant directement cette cascade
de signalisation.

Il a récemment été¢ démontré que les neurotrophines activaient la survie neuronale
par une autre voie de signalisation, la voie passant par Extracellular signal-regulated
kinase5 (Erks). Le BDNF et les autres neurotrophines NGF, NT3, NT4 stimulent la survie
des cellules ganglionnaires de la racine dorsale de la moelle épiniére (DRG) (Watson et al.,
2001), des cellules granulaires du cervelet (Shalizi et al., 2003) et des cellules corticales
(Cavanaugh et al., 2001; Liu et al., 2003) en activant le phosphorylation de Erks pendant le
développement. L’activation de Erks dépend de I’activité kinase des récepteurs Trk mais
présente la particularité d’étre indépendante de la dépolarisation, et donc de l’activité
neuronale, contrairement a Erk;, (Cavanaugh et al., 2001). La voie Erks induit la survie
neuronale en activant spécifiquement I’expression du facteur de transcription Myocyte
Enhancer Factor 2C (MEF2C) dans les neurones embryonnaires. L’inhibition de Erks ou
de MEF2C bloque la survie des neurones corticaux stimulée par le BDNF (Liu et al., 2003).
De plus, la transfection avec le géne encodant la forme constitutivement active de MEF2C
suffit a stimuler la survie des DRG et des cellules corticales (Watson et al., 2001; Liu et al.,
2003). Une preuve témoignant de I’indépendance des deux voies est que, contrairement a
Erk,», Erks n’active pas le facteur de transcription Elkl dans les cellules de
phéochromocytome (PC12) (Cavanaugh et al., 2001). Parallélement a la voie Erk,p, la

cascade de signalisation Erks/MEF2C est capable d’exécuter les mécanismes
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intracellulaires de la survie neuronale en aval de Trk. Cette voie alternative a Erk;, n’a
cependant pas encore été explorée dans la survie des neurones adultes. Par ailleurs, il s’est
avéré que les inhibiteurs pharmacologiques de MEK1 couramment utilisés pour étudier
Erk; dans la survie neuronale, tels que U0126 et PD098059, bloquent également MEKS,
I’activateur de MAPKS5/Erks (Kamakura et al., 1999; Mody et al., 2001). Par conséquent,
certains effets attribués dans un premier temps a Erk,, pourraient étre dus a Erks. Par
exemple, la survie des CGRs axotomisées observée aprés la stimulation avec le BDNF
pourrait impliquer la voie MEK5/Erks. Cette éventualité renforce le premier objectif de la

thése qui était de déterminer P’implication de la voie Erk;/; dans la survie des CGRs.

1.4.1.4.d.) La cascade des caspases.

L’activation de la cascade des caspases par I’apoptosome est déterminante pour la
dégradation cellulaire dans I’apoptose (Hengartner, 2000) (Figure 7). C’est la sortie du
cytochrome-c de la mitochondrie vers le cytoplasme qui déclenche la formation de
’apoptosome par 1’assemblage du cytochrome-c avec Apoptosis protease-activating factor-
I (Apaf-1) et la procaspase 9 (Figure 7). La sortie du cytochrome-c de la mitochondrie est
normalement inhibée par la présence des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
dans la membrane mitochondriale externe. Cependant, lorsque la quantité de protéines pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2, telles que Bad et Bax, dépasse celle des protéines anti-
apoptotiques, la membrane mitochondriale devient perméable au cytochrome-c. Cette
situation se produit dans les CGRs axotomisées avec 1’augmentation rapide de Bax
(Isenmann et al., 1997). La libération du cytochrome-c de la mitochondrie devient alors
visible dans le cytoplasme des CGRs par immunohistochimie (Isenmann et al., 1997; He et
al., 2004). Avant méme la diminution du nombre de cellules, la procaspase 3 inactive est
clivée en caspase 3 active dans les CGRs (Klocker et al., 1999; Klocker et al., 2000). La
caspase 3 est une caspase effectrice c'est-a-dire qu’elle est une enzyme de clivage des
protéines constitutives (ADN, etc) contribuant directement & la dégradation cellulaire.

La survie des CGRs peut étre stimulée en inhibant les molécules pro-apoptotiques
ou en activant les molécules anti-apoptotiques. L’inhibition ciblée des caspases réduit trés
fortement I’apoptose aprés 1ésion du nerf optique (Kermer et al., 1998; Klocker et al., 1999;

Cheung et al.,, 2004). Plus spécifiquement, ’injection intraoculaire d’ARN antisense
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inhibant la synthése de Bax réduit la mort des CGRs (Isenmann et al., 1999). L’utilisation
d’ARN d’interférence (siARN) dirigé contre Apaf-1 atténue la perte de CGRs apres lésion
du nerf optique (Lingor et al., 2005). A I’inverse, si Bcl-2 est surexprimée dans les CGRs
de souris transgéniques (bcl-2""), I’apoptose causée par la blessure du nerf optique est
fortement réduite. Par exemple, 65% des CGRs adultes survivent chez les souris bel-2*"
par rapport a moins de 10% chez une souris de type sauvage, 3,5 mois aprés 1’axotomie du
nerf optique (Cenni et al., 1996). La surexpression du géne de Bcl-x(, un analogue de Bcl-
2, grice a un vecteur viral, permet de maintenir les CGRs en vie longtemps aprés la
blessure du nerf optique chez le rat (Malik et al., 2000). Ces résultats démontrent

I’importance des caspases dans la mort apoptotique des CGRs axotomisées.

1.4.1.5.) La désensibilisation des neurones au BDNF.

Les facteurs neurotrophiques ne stimulent la survie des CGRs que de fagon
transitoire et partielle aprés I’axotomie (Mansour-Robaey et al., 1994; Meyer-Franke et al.,
1995). Pourtant des injections répétées de protéine de BDNF ou I’expression du géne de
BDNF dans les cellules de Miiller entretiennent un niveau élevé de neurotrophine dans la
rétine aprés I’axotomie (Di Polo et al., 1998; Klocker et al., 1998). Donc la diminution de la
survie ne peut étre uniquement imputée a la dégradation du BDNF injecté dans le vitré. Par
exemple, I’action de BDNF semble atténuée par la baisse d’expression de TrkB dans les
CGRs. La transection du nerf optique diminue de ~50% la transcription du géne trkb dans
les CGRs (Cheng et al., 2002). L’augmentation de TrkB dans les CGRs par transfection
virale (AAV.TrkB), associée a l’injection vitréenne de BDNF, augmente fortement le
niveau et la durée de neuroprotection. Néanmoins, le traitement combiné de TrkB et BDNF

n’arréte pas complétement la mort neuronale.

1.4.1.6.) Les effets secondaires du BDNF.

Une autre hypothése expliquant le manque de survie a long terme est 1’apparition
d’effets secondaires du BDNF survenant spécifiquement aprés 1’axotomie du nerf optique.
Le BDNF amplifie la production d’oxyde nitrique qui survient dans les CGRs, les cellules
microgliales et amacrines, aprés la blessure du nerf optique (Klocker et al., 1999).

Toutefois, si le BDNF est injecté conjointement avec des bloqueurs de la synthése du NO
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ou des épurateurs de radicaux libres, la survie est augmentée d’environ 70% (Klocker et al.,
1998). De meilleures connaissances des mécanismes moléculaires de survie permettraient

d’activer la survie en évitant les effets délétéres non désirés.

1.4.2.) Les facteurs neurotrophiques dans la croissance neuritique.
1.4.2.1) Role du BDNF in vitro.
1.4.2.1.a) Le guidage axonal.

Des expériences in vitro ont montré que le BDNF possédait des propriétés
chimioattractrices ressemblant a celles de la nétrine 1. Les cones de croissance de CGRs
exposés a un gradient de BDNF s’orientent vers la source de diffusion comme ils le feraient
avec la nétrine 1 (Song et al., 1997). De fagon trés intéressante, la chimioattraction de la
nétrine 1 et du BDNF est convertie en chimiorépulsion si ’AMPc ou PKA sont inhibés
(Song et al., 1997). La conversion du signal attracteur en répulsif dépend du flux calcique
intracellulaire (Ming et al., 1997). Le rapport élevé de cAMP/cGMP favorise I’entrée de
calcium dans la cellule et I’attraction du céne de croissance, alors qu’un rapport faible entre
cAMP et ¢cGMP induit la répulsion en présence de nétrine 1 (Nishiyama et al., 2003). 1l
apparait donc que la nétrine 1 et le BDNF sont capables d’influencer le guidage axonal en

utilisant des mécanismes biochimiques semblables.

1.4.2.1.b) Les mécanismes moléculaires de la croissance neuritique.

La chimioattraction et la croissance axonale sont deux phénomeénes distinctement
régulés dans la cellule. Sur des CGRs embryonnaires isolées, il a ét¢ démontré que le
BDNF faisait parti, avec le Leukemia Inhibitory Factor (LIF) et le Ciliary NeuroTrophic
Factor (CNTF), des facteurs neurotrophiques les plus puissants pour induire la croissance
axonale, alors que la nétrine 1 a un effet relativement faible (Goldberg et al., 2002b). Chez
certains neurones, les facteurs neurotrophiques, incluant le BDNF, provoquent
I’allongement des filopodes du cone de croissance grice a I’activation de p75. Il a été
proposé que la liaison du BDNF et du NGF avec p75 pouvait causer la dissociation de p75
et Rho GDP dissociation inhibitor (Rho-GDI) qui devient libre d’inhiber RhoA dans la
cellule (Yamashita et al., 1999; Yamashita and Tohyama, 2003). Chez les CGRs et les

cellules ganglionnaires de la racine dorsale de la moelle épiniere (DRG), le BDNF
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augmente le nombre et la longueur des filopodes en inhibant RhoA et en stimulant Cdc42
en méme temps (Gehler et al., 2004a; Chen et al., 2005). Le blocage de RhoA léve
I’inhibition de la cofiline par un mécanisme dépendant de la Rho Kinase (ROCK) et
favorise ainsi la polymérisation de ’actine-F (Arber et al., 1998; Gehler et al., 2004b). Ce
mécanisme présente 1’avantage d’expliquer comment un facteur neurotrophique peut
influencer I’arrangement du cytosquelette lors de I’extension du filopode. Cependant, ce
mécanisme repose entiérement sur la présence de p75 dans les CGRs qui est hautement

improbable chez les rongeurs (Park et al., 2005).

1.4.2.1.c.) La croissance neuritique sur des substrats inhibiteurs.

En culture, un prétraitement ou « priming » des neurones avec le BDNF ou d’autres
NT (GDNF ou NGF) avant I’étalement des cellules rend la croissance neuritique possible
sur des substrats inhibiteurs de myéline (Cai et al., 1999; Gao et al., 2003). Ces facteurs
neurotrophiques élévent le niveau d’AMPc intracellulaire qui active la transcription de
I’enzyme arginase I (Argl) par CREB (Cai et al., 2002). En induisant la synthése des
polyamines telles que la spermine et la putrescine, 1I’Argl stimule la croissance neuritique
sur un substrat inhibiteur recouvert de MAG ou de myéline (Cai et al., 2002). Des tests sur
la moelle épiniére hémi-sectionnée montrent que la stimulation soutenue de CREB ou
d’AMPc améliore la récupération de la motricité (Qiu et al., 2002; Nikulina et al., 2004).
Chez le poisson doré, les polyamines sont transportées dans les axones du nerf optique et
sont nécessaires au processus de croissance axonale des CGRs (Schwartz et al., 1981;
Ingoglia et al., 1982). L’élucidation de la cascade biochimique BDNF/CREB/Argl par
I’équipe de Filbin est une découverte trés importante méme si des données sur la
régénération axonale et la survie neuronale in vivo restent a apporter (Cai et al., 1999; Cai

et al., 2002; Gao et al., 2003; Gao et al., 2004).

1.4.2.2.) Role du BDNF in vivo.
1.4.2.2.a.) Les projections axonales.

L’expression du BDNF ou de son récepteur TrkB ne sont pas absolument
nécessaires pour la projection des axones in vivo. Chez les souris mutantes bdnf™ et trkb™",

le nombre d’axones dans le nerf optique n’est pas différent des animaux de type sauvage, ce
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qui indique que le BDNF et le TrkB ne sont pas indispensables au guidage et a I’extension
des axones (Cellerino et al., 1997; Rohrer et al., 2001). Toutefois, la surexpression du
BDNF dans le collicule supérieur augmente de 10 fois le nombre des axones ipsilatéraux
pendant la période de projection axonale chez le rat (Isenmann et al., 1999). Chez le rat
postnatal (P4-P10), le BDNF transporté antérogradement (de la rétine au cerveau) est
nécessaire au maintien des projections axonales des CGRs dans le corps genouillé latéral
(Menna et al., 2003). Si le BDNF endogéne est inhibé par un ARN antisense, les axones
ipsi- et contralatéraux des CGRs se rétractent de 86% et 16% respectivement. Donc, le

BDNF aurait un role dans la ségrégation et le maintien des projections axonales.

1.4.2.2.b.) La régénération axonale dans le nerf optique adulte blessé.

De fagon générale, les facteurs neurotrophiques agissant sur les récepteurs de la
famille Trk ne stimulent pas la régénération axonale dans le nerf optique (Yip and So,
2000; Isenmann et al., 2003). Le BDNF, qui est le plus puissant facteur de survie pour les
CGRs blessées, n’est pas capable d’augmenter la croissance axonale méme dans un
environnement permissif comme un greffon de nerf périphérique (Mansour-Robaey et al.,
1994). 11 a été proposé que I’absence de régénération axonale des CGRs apres
I’administration de BDNF résultait de son incapacité a induire I’expression de protéines du
cytosquelette comme les tubulines To—1 ou les tubulines B-II et B-III (Fournier et al.,
1997, Fournier and McKerracher, 1997). En effet, I’expression et le transport axonal
antérograde lent de ces protéines cytosquelettiques sont nécessaires a 1’extension du cone
de croissance et la régénération axonale (McKerracher et al., 1990a; McKerracher et al.,
1990b). Bien que le BDNF et les autres NT apparentées ne stimulent pas la repousse des
axones sectionnés, ils peuvent provoquer I’excroissance des branches axonales entre le
corps cellulaire et le site de lésion (Sawai et al., 1996). Cet effet peut étre du a 1’absence
des protéines inhibitrices de la myéline dans la rétine. Contrairement aux observations
faites avec des neurones embryonnaires en cultures, les études menées dans des systémes
adultes in vivo, incluant celles de cette thése, montrent que le BDNF ne cause pas de

régénération axonale apreés le site de blessure.
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1.4.2.3.) Relation entre survie neuronale et régénération axonale.

Contrairement au BDNF, d’autres facteurs neurotrophiques comme le CNTF ou le
Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) se sont avérés efficaces pour induire ou accroitre la
croissance axonale dans le nerf optique ou des explants de nerf périphérique respectivement
(Cui and Harvey, 2000; Cui et al., 2003; Sapieha et al., 2003). Par exemple, I’expression
ectopique de FGF2 dans les CGRs permet de stimuler la croissance axonale dans le nerf
optique blessé (Sapicha et al., 2003). Cependant, de fagon tout a fait remarquable, le FGF2
ne permet pas d’augmenter la survie des CGRs dans ces mémes conditions. Les effets
contraires du BDNF et du FGF2 indiquent que les mécanismes moléculaires régissant la
survie et la régénération axonale peuvent étre activés séparément, méme par des facteurs
neurotrophiques. Bien siir, des études antérieures avaient établi que la surexpression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 maintenait les CGRs en vie en absence de support
trophique et aprés blessure axonale, mais était incapable d’induire de croissance neuritique
(Bonfanti et al., 1996; Cenni et al., 1996; Chierzi et al., 1999; Lodovichi et al., 2001;
Goldberg et al., 2002b; Inoue et al., 2002). Mais, a la différence de Bcl-2, les facteurs
neurotrophiques activent des mécanismes moléculaires et cellulaires complexes que I’ont

croyait convergeants dans les phénoménes de survie et de régénération.

1.4.2.4.) L’importance de Erk;, dans la régénération axonale.

Erk; est un régulateur essentiel du guidage et de la croissance axonale chez les
CGRs embryonnaires. Au moment des projections axonales vers le cerveau, Shh déclenche
une vague d’activation d’Erk;, chez les CGRs qui parcourt la rétine du centre vers la
périphérie (Neumann and Nuesslein-Volhard, 2000). Cela suggere que Erk,, pourrait étre
impliqué dans I’émission des projections axonales t6t dans le développement. Dans le
guidage axonal, la voie Erk;; est aussi bien impliquée dans la chimioattraction de la nétrine
1 et du BDNF que dans la chimiorépulsion de la sémaphorine 3A du cone de croissance
(Forcet et al., 2002; Ming et al., 2002; Campbell and Holt, 2003). Par ailleurs, Erk;; est
indispensable a I’extension axonale induite par des facteurs neurotrophiques. L’activation
de Erk, est nécessaire pour la croissance neuritique induite par TrkB/BDNF (Atwal et al.,
2000). Le facteur de croissance neuritique FGF2 active fortement Erk;, dans les CGRs

embryonnaires (Perron and Bixby, 1999). Si Erk;, est inhibé, la croissance neuritique
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induite par le FGF2 est fortement réduite chez les CGRs embryonnaires. Au contraire, la
stimulation intracellulaire de Erk;, par une forme constitutivement active de MEKI
augmente la longueur des neurites des CGRs embryonnaires et des cellules PC12 en culture
(Robinson et al., 1998; Dimitropoulou and Bixby, 2000). Ces observations donnent a Erk;,
une place importante dans les phénomenes de croissance neuritiques, tout au moins chez les
neurones en développement.

Chez P’adulte, le role de la voie Erk;, dans la régénération axonale demeure
néanmoins ambigu. Par exemple, Erk;, est activée dans les CGRs aussi bien par des
facteurs neurotrophiques induisant la régénération axonale, comme le FGF2 (Perron and
Bixby, 1999; Kinkl et al., 2001), que par d’autres facteurs qui n’ont pas d’incidence sur la
croissance, tel que le BDNF (Klocker et al., 2000). La question sur le réle de Erk,; dans la

régénération axonale du nerf optique reste donc entiere.

1.5.) Activation de la régénération axonale par les macrophages.

La trés faible capacité des facteurs neurotrophiques a stimuler la croissance axonale
a incité certaines équipes a rechercher de nouvelles molécules qui activeraient la
régénération axonale. Chez plusieurs espéces de mammiféres (souris, rat, chat), il a été
démontré que la blessure du cristallin induisait une forte croissance axonale dans le nerf
optique blessé (Fischer et al., 2000; Leon et al., 2000; Lorber et al., 2005; Okada et al.,
2005). Aprés la blessure du cristallin, il fiit observé que les macrophages envahissaient
massivement la rétine interne (comprenant la couche des CGRs). L’activation directe des
macrophages par I’injection d’un lysat de paroi cellulaire de levure, le zymosan, stimulait la
régénération axonale dans le nerf optique sans que le cristallin ait été endommagé (Leon et
al., 2000; Yin et al., 2003). La recherche de facteurs peptidiques libérés par les
macrophages a d’abord permis d’écarter I’implication des facteurs neurotrophiques.
Ultérieurement, un peptide de 12 kDa a été isolé a partir des macrophages et semblait
reproduire les effets du cristallin et des macrophages sur la régénération axonale. Ce
peptide pourrait étre 1’oncomoduline, plus anciennement connu comme chelateur
intracellulaire du calcium (Yin et al., 2005). Plusieurs facteurs de transcriptions associés a
la croissance axonale sont activés dans les CGRs aprés la blessure du cristallin (Fischer et

al., 2004). Leur contribution respective au phénomene de régénération reste néanmoins a
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éclaircir. Ces travaux ont montré de fagcon remarquable que les axones du SNC blessé

pouvaient reprendre un programme de croissance dans le milieu inhibiteur du nerf optique.

1.6.) Le modéle d’excitotoxicité du NMDA sur les cellules ganglionnaires de la rétine.
Le modéle de blessure du nerf optique présenté jusqu’a maintenant est pertinent
pour étudier les lésions axonales, mais d’autres types de blessures du SNC, comme
I’ischémie cérébrale, passent par des mécanismes de mort distincts. Par exemple, la
libération de glutamate semble étre un mécanisme majeur dans la mort neuronale
consécutive a une ischémie/reperfusion. On ne sait pas si 1’action neuroprotectrice de
certaines molécules, comme le BDNF, peut étre élargie a d’autres blessures que 1’axotomie

qui sont de type excitotoxique.

1.6.1.) L’excitotoxicité du glutamate dans les blessures du SNC.

Dans les blessures du SNC (traumatisme, ischémie), on pense que le glutamate est
un médiateur important de la mort neuronale (Lipton and Rosenberg, 1994). D’aprés la
théorie de I’excitotoxicité, la libération excessive de glutamate dans le milieu
extracellulaire tuerait les neurones en les sur-excitant. Bien que ’augmentation de la
concentration de glutamate dans le milieu extracellulaire fasse encore 1’objet de beaucoup
de controverse, il existe des preuves directes montrant que le glutamate joue un réle dans la
mort neuronale. Par exemple, in vitro, différentes populations de neurones telles que les
neurones corticaux (Choi et al., 1987), hippocampiques (Peterson et al., 1989), et du
cervelet (Eimerl and Schramm, 1991) sont sensibles a la toxicité du glutamate. De plus, les
antagonistes du glutamate réduisent les dommages cérébraux et notamment ceux produits
par I’ischémie (Simon et al., 1984; Rothman and Olney, 1986; Park et al., 1988). Comme
pour le SNC en général, le glutamate a été particulierement bien impliqué dans les 1ésions
ischémiques de la rétine (Osborne et al., 2004). Par conséquent, la compréhension des
mécanismes d’excitotoxicité du glutamate représente un enjeu majeur dans la protection

des neurones blessés.
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1.6.2.) La sensibilité des cellules ganglionnaires de la rétine a la toxicit¢ du NMDA.

Les premiéres observations de 1’excitoxicité du glutamate dans le systéme nerveux
firent effectuées sur la rétine aprés des injections sous-cutanées de glutamate (Lucas and
Newhouse, 1957). De maniére plus naturelle, une di¢te riche en glutamate peut aussi
augmenter la concentration de glutamate dans 1’espace vitréen et causer la destruction de la
couche des CGRs (Ohguro et al., 2002). Le glutamate active plusieurs types de récepteurs
ionotropes qui sont les récepteurs a I’acide (S)-alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolpropionique (AMPA), au kainate et au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA). En
particulier, I’activation du récepteur au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDAR) par le glutamate
est directement impliquée dans la mort excitotoxique des CGRs (Lipton, 2003).
L’expression des récepteurs au NMDA dans les CGRs (Brandstatter et al., 1994; Fletcher et
al., 2000) rend cette population de cellules particulierement sensible a la toxicité au
glutamate (Siliprandi et al., 1992). Expérimentalement, I’injection de NMDA dans I’espace
vitréen produit une perte de CGRs proportionnelle a la dose administrée pouvant aller
jusqu'a la disparition de toutes les CGRs (Siliprandi et al., 1992; Manabe and Lipton,
2003). La mort des CGRs provoquée par injection de NMDA dans I’humeur vitrée

représente un modeéle fiable et pertinent pour 1’étude de la mort excitotoxique des neurones.

1.6.3.) Role du glutamate dans la mort des cellules ganglionnaires de la rétine
axotomisées.

L’apoptose est un mécanisme essentiel dans la mort des CGRs axotomisées mais
plusieurs indices expérimentaux soutiennent 1’existence d’une partie excitotoxique. Chez le
raton P2, la mort nécrotique et excitotoxique des CGRs survient dans les 6 premiéres
heures, suivie de la mort apoptotique 24 heures aprés ’ablation du collicule supérieur (Cui
and Harvey, 1995). Dans ce cas, le blocage des récepteurs NMDAR peut empécher la mort
nécrotique précoce des CGRs (Cui and Harvey, 1995). Chez I’adulte, I’inhibition des
récepteurs au NMDA protége les CGRs de la mort apres 1’axotomie du nerf optique
(Kikuchi et al., 2000). Donc, I’activation des NMDAR intervient dans la mort excitotoxique
des CGRs causée par la blessure du nerf optique. Dans la pathologie du glaucome,
I’excitotoxité passant par le NMDAR semble aussi impliquée dans la mort des CGRs

(Lipton, 2003). De plus, on pense que I’augmentation de pression intraoculaire, qui survient
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fréquemment dans le glaucome, comprime la téte du nerf optique et blesse de cette fagon
les axones comme dans 1’axotomie (Morrison et al., 2005). Dans le glaucome, le blocage de
la mort excitotoxique passant par le NMDAR est une des stratégies thérapeutiques les plus

envisagées pour préserver les CGRs.

1.6.4.) Mécanismes biochimiques de I’excitotoxicité induite par le NMDA.
1.6.4.1.) Le stress oxydatif: importance du peroxynitrite.

L’entrée massive de Ca’" & travers les canaux NMDAR déclenche la production de
molécules oxydatives et de radicaux libres dans I’espace intracellulaire. L’activation de
I’enzyme synthase de I’oxyde nitrique (NOS) par I’influx calcique est nécessaire a la mort
induite par les NMDAR (Figure 8A) (Dawson et al., 1991; Dawson et al., 1993). L’oxyde
nitrique (NO) réagit avec 1’anion superoxyde (O, ") pour former du peroxynitrite (ONOQO"),
une molécule hyper-réactive trés destructrice pour les composants cellulaires (peroxydation
des lipides membranaires, dégradation de la chromatine et des protéines). Les inhibiteurs de
la NOS bloquent en grande partie les dommages dans la rétine interne, incluant les CGRs,
provoqués par I’injection intraoculaire de NMDA (Morizane et al., 1997). La formation de
peroxynitrite dans la cellule est un événement majeur dans la dégradation cellulaire

déclenchée par I’excitotoxicité du NMDA.

1.6.4.2.) L’activation de I’apoptose.

Les NMDAR induisent ’apoptose par la régulation de voies de signalisation
intracellulaires (Figure 8A). Dans I’apoptose induite par le NMDA, la Ca’’ /calmodulin-
dependent protein kinase II (CAMKII) cause le fractionnement de I’ADN nucléaire et
I’activation de la caspase 3 (Laabich and Cooper, 1999; Laabich et al., 2000, 2001). Le
bloquage de la CAMKII inhibe I’apotose et stimule la survie dans la couche des CGRs
(Laabich and Cooper, 2000). De plus, la voie MAPK p38 semble contribuer activement a la
mort des CGRs exposées a un niveau toxique de NMDA. Aprés I’injection intravitréenne
de NMDA, la forme active de p38, phospho-p38, augmente dans la rétine et coincide avec
I’apparition de cellules apoptotiques dans la couche des CGRs (Manabe and Lipton, 2003).
Dans cette méme étude, I’inhibition de phospho-p38 double la survie aprés 1’induction de

I’excitotoxicité par le NMDA. En outre, le facteur de transcription Nuclear Factor x B
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(NFxB) a été récemment impliqué dans la mort excitotoxique des CGRs mais n’y jouerait
gu’un role modeste (Kitaoka et al., 2004). L’excitotoxicité du NMDA n’empreinte pas
exclusivement les voies du stress oxydatif pour causer la mort cellulaire mais fait aussi

appel aux voies d’apoptose.

1.6.5.) La stimulation de la survie.

1.6.5.1.) Le blocage de I’influx de Ca*".

Une stratégie efficace pour bloquer I’excitotoxicité au NMDA est I’inhibition de I’influx de
calcium, en amont des divers mécanismes de mort. Par exemple, la mort des CGRs induite
par I’injection intravitréenne de glutamate ou de NMDA est presque completement inhibée
par I’administration d’antagonistes des NMDAR tel que le maléate de dizocilpine (MK-
801) (Kashii et al., 1994; Kikuchi et al., 1995; Sun et al., 2001). Le MK-801 se fixe sur le
site de liaison du Mg”" et bouche littéralement le pore ionique pour le passage du Ca**
(Figure 8A) (Lipton, 2003). La forte affinité du MK-801 pour ce site de liaison lui confere
un temps d’occupation du canal trés long, ce qui explique ses puissants effets contre
’excitotoxicité au NMDA. L’inconvénient est que les canaux des NMDAR ont un rdle
dans la neurotransmission qui est trés affectée par un blocage complet et prolongé des
NMDAR. Par exemple, I’application thérapeutique de MK-801 n’est pas envisageable chez
’humain car il provoquerait des effets secondaires trop importants pouvant aller jusqu’au
coma (Lipton, 2003). De plus, plusieurs études ont démontré que le blocage complet des
NMDAR entrainait la mort neuronale dans le cerveau (Ikonomidou et al., 1999;
Ikonomidou et al., 2000; Dzietko et al., 2004; Hansen et al., 2004). Les effets secondaires
du MK-801 ont incité la recherche d’autres régulateurs qui limiteraient I’exces d’activation
des NMDAR tout en conservant une activité de ces récepteurs nécessaire au

fonctionnement neuronal.

1.6.5.2.) Les polyamines.

Les récepteurs au NMDA sont composés de sous-unités NR1 et NR2A-D qui
portent plusieurs sites de régulation. Les polyamines sont synthétisées de fagon endogene
par les neurones et peuvent se lier spécifiquement & la sous-unit¢ NR2B pour faciliter

I’activation des récepteurs du NMDA (Williams, 1997). Les polyamines regroupant la
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Figure 8. Mécanismes d’excitotoxicité du NMDA dans les cellules ganglionnaires de la
rétine. (A) L’influx massif de calcium a travers les NMDAR active la production de
molécules oxydantes via I’oxyde nitrique (NO) (1) et stimule les voies d’apoptose (2). Les
dommages excitotoxiques du NMDA peuvent étre diminués en bloquant le pore ionique
avec du MK-801 ou en agissant sur les sites de liaison des polyamines. (B) Les polyamines
sont synthétisées de maniére endogéne dans les neurones a partir de I’arginine. Les
enzymes arginase [ et ornithine décarboxylase limitent la production de polyamines dans la
cellule. Le Di-Fluoro-Méthyl-Ornithine est un puissant inhibiteur de la conversion de
I’ornithine en putrescine qui est souvent utilisé pour étudier les effets des polyamines. ©
Vincent Pernet.
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putrescine, la spermidine et la spermine, sont produites par la transformation de 1’acide
aminé arginine en ornithine puis en putrescine, respectivement par I’arginase I et I’ornithine
décarboxylase (Figure 8B). Les polyamines sont synthétisées par 1’allongement de la chaine
carbonée et des aminations successives qui augmentent la polarité positive de ces compos€s
dans la voie de biosynthése.

Des antagonistes synthétiques qui se fixent sur le site de liaison des polyamines sur
NMDAR ont des effets neuroprotecteurs contre le NMDA (Reynolds and Miller, 1989;
Gallagher et al., 1996; Kew and Kemp, 1998). Par exemple, 1’éliprodile et I’ifenprodile
protégent les cellules de la rétine de rat nouveau-né en culture sans entiérement bloquer le
courant électrique évoqué par le NMDA (Pang et al., 1999; Zhang et al., 2000). Chez le rat
adulte in vivo, I’éliprodile induit la survie des cellules de la couche des CGRs, qui peuvent
étre les CGRs elles-mémes ou les cellules amacrines (Kapin et al., 1999). Ces données
suggérent que les polyamines pourraient étre des régulateurs naturels des NMDAR. Plus
directement, des études ont montré que les polyamines produites par les neurones sont
impliquées dans la mort excitotoxique engendrée par le NMDA. Chez les cellules de rétine
en développement, la synthése des polyamines est activée dans les premiéres minutes
suivant la stimulation avec le NMDA (Trout et al., 1993). L’inhibition de la synthése des
polyamines par le Di-Fluoro-Méthyl-Ornithine (DFMO) (Figure 8B) limite la neurotoxicité
du NMDA chez les neurones corticaux (Markwell et al., 1990), les neurones striataux
(Porcella et al., 1991) et les neurones rétiniens embryonnaires (Trout et al., 1993; lentile et
al., 1999). Cependant, des changements importants d’expression des sous-unités NR1 et
NR2 ont cours dans la rétine pendant la vie postnatale et peuvent influencer le contréle des
NMDAR par les polyamines (Grunder et al., 2000). Il faut par ailleurs souligner qu’entre
I’4ge néonatal et adulte, la rétine devient considérablement plus sensible a la toxicité du
NMDA (Izumi et al., 1995). Ceci indique que la régulation des NMDAR évolue beaucoup
au cours du développement et que les données récoltées sur des rétines immatures ne sont
pas nécessairement valables chez I’adulte.

De plus, on pense que les polyamines ne sont pas seulement capables de réguler
Pouverture des canaux des NMDAR, mais pourraient aussi directement agir sur les

mécanismes d’apoptose et les radicaux libres (Seiler and Raul, 2005). 11 est possible que les
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polyamines régulent la mort des neurones adultes en agissant sur les récepteurs NMDAR

ou sur les cascades de signalisation intracellulaires, mais cela reste a vérifier.

1.6.5.3.) Le role du BDNF dans Pexcitotoxicité du NMDA.

Dans les neurones corticaux, il a été rapporté que le BDNF pouvait stimuler la
survie neuronale contre ’excitotoxicité du NMDA (Kume et al., 1997; Tremblay et al.,
1999; Husson et al., 2005). Chez les CGRs, beaucoup d’études se sont penchées sur les
effets neuroprotecteurs du BDNF aprés 1’axotomie du nerf optique mais trés peu se sont
intéressées au role du BDNF dans la mort excitotoxique. Les rares données disponibles
indiquent que le BDNF aurait un effet neuroprotecteur trés modeste sur des CGRs exposées
a un niveau toxique de NMDA (Kido et al., 2000). Ces derniers résultats sont surprenants
car le BDNF active des mécanismes qui sont étoitement liés & I’excitotoxicité du NMDA.
Notamment, il a été démontré que le BDNF augmentait la production des polyamines par la
voie AMPc/CREB/Argl (Cai et al., 2002). Comme nous venons de le voir, les polyamines
semblent jouer un rdle modulateur des récepteurs au NMDA. Le BDNF pourrait augmenter
les dommages excitotoxiques des NMDAR en activant la synthése des polyamines ou
paradoxalement stimuler la survie en inhibant les mécanismes d’apoptose (Figure 7). Le

role du BDNF n’est donc pas clair dans I’excitotoxicité induite par les NMDAR.

1.7.) Objectifs de la thése et approches expérimentales.

A la lumiére de ce qui vient d’étre présenté, la voie Erk;, semble étre importante
dans la signalisation de la neuroprotection mais la contribution individuelle d’Erk,; a la
survie neuronale est encore controversée. De plus, chez des neurones adultes in vivo, on ne
sait pas si I’activation de Erk;, suffirait a activer un programme de croissance axonale et a
réprimer les signaux inhibiteurs présents autour du site de blessure des axones. Dans la
premiére partie de la thése, nous avons donc voulu tester le role de Erk,;,, dans la survie et
la régénération axonale des CGRs aprés une blessure du nerf optique. Notre approche
expérimentale a consisté a activer intracellulairement Erk;, en introduisant une forme
constitutivement active du géne de MEK (MEK-ca) dans les CGRs in vivo. Nous avons
choisi d’utiliser des virus adéno-associés (AAV) comme vecteurs du gene de MEK-ca car

ils offrent les avantages 1) d’infecter sélectivement les CGRs dans la rétine (Cheng et al.,
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2002; Sapieha et al., 2003), 2) de provoquer une réponse immunitaire négligeable dans la
rétine (Xiao et al., 1996; Xiao et al., 1997), et 3) de permettre I’expression d’un transgene a
trés long terme dans les cellules transfectées (plusieurs années) (Dudus et al., 1999; Guy et
al., 1999). Pour étudier la survie neuronale, les corps cellulaires des CGRs ont été marqués
rétrogradement en déposant un marqueur fluorescent, le FluoroGold (FG), au niveau des
terminaisons synaptiques, dans le collicule supérieur (Figure 3A). Aprés la transection du
nerf optique (Figure 3B), la survie a été évaluée en quantifiant les CGRs sur des rétines
étalées (Figure 3D). La régénération axonale a été observée grace a un traceur antérograde,
la sous-unité B de la toxine du choléra (CTP), transporté dans les axones du nerf optique
aprés microlésion (Figure 3C). La microlésion est une technique de blessure que nous
avons préférée a un écrasement du nerf car 1) elle limite la largeur du site de blessure et de
la cicatrice gliale (Selles-Navarro et al., 2001), 2) elle garde en apposition le nerf proximal
et le nerf distal pour la régénération des axones aprés le site de blessure (Sapieha et al.,
2003; Bertrand et al., 2005), et 3) elle blesse de la méme fagon que la transection du nerf
optique les axones des CGRs, et induit un patron de mort similaire (Sapieha et al., 2003)

Le BDNF et la blessure du cristallin ont des effets complémentaires sur la survie et
la régénération axonale. Notre deuxiéme objectif a donc été de vérifier si la combinaison
des 2 traitements permettrait d’additionner leurs effets respectifs afin d’améliorer la survie
et la régénération axonale aprés la blessure du nerf optique. Dans ce but, des animaux ont
recu une injection intraoculaire de BDNF et la région postérieure du cristallin a été perforée
avec une aiguille au moment de la blessure du nerf optique (Figure 3C). La survie et la
régénération axonale ont été observées deux semaines aprés la lésion, selon le méme
protocole in vivo que décrit précédemment (Figure 3).

Le troisiéme objectif de la thése était d’étudier les effets du BDNF dans les
mécanismes  d’excitotoxicité causée par le NMDA, & travers la voie
AMPc/CREB/Argl/polyamines. A cette fin, la mort des CGRs a été stimulée par injection
intravitréenne de NMDA et les effets du BDNF et des polyamines ont été testés sur la

survie neuronale (Figure 3A, D).
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I1.1.) ABSTRACT

Neurotrophins play important roles in the response of adult neurons to injury. The
intracellular signaling mechanisms used by neurotrophins to regulate survival and axon
growth in the mature CNS in vivo are not well understood. The goal of this study was to
define the role of the extracellular signal-regulated kinases 1/2 (Erk1/2) pathway in the
survival and axon regeneration of adult rat retinal ganglion cells (RGCs), a prototypical
central neuron population. We used recombinant adeno-associated virus (AAV) to
selectively transduce RGCs with genes encoding constitutively active or wild-type MEK1,
the upstream activator of Erk1/2. In combination with anterograde and retrograde tracing
techniques, we monitored neuronal survival and axon regeneration in vivo. MEK1 gene
delivery led to robust and selective transgene expression in multiple RGC compartments
including cell bodies, dendrites, axons and targets in the brain. Furthermore, MEKI
activation induced in vivo phosphorylation of Erkl/2 in RGC bodies and axons. Quantitative
analysis of cell survival demonstrated that Erk1/2 activation promoted robust RGC
neuroprotection after optic nerve injury. In contrast, stimulation of the Erk1/2 pathway was
not sufficient to induce RGC axon growth beyond the lesion site. We conclude that the
Erk1/2 pathway plays a key role in the survival of axotomized mammalian RGCs in vivo,
and that activation of other signaling components is required for axon regeneration in the

growth inhibitory CNS environment.

Keywords: Regeneration, Retinal Ganglion Cell, Mitogen Activated Protein Kinase,
Neuroprotection, Gene Therapy, Neurotrophic Factors.

Running Title: Role of ERK 1/2 in survival and regeneration in retina.
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I1.2.) INTRODUCTION

Neurotrophins mediate a variety of key cellular responses in the developing and
mature central nervous system (CNS) including proliferation, differentiation, survival, axon
growth, and dendrite formation (Huang and Reichardt 2001; Miller and Kaplan 2003; Lu
2004). There has been great interest in the identification of the intracellular signaling
pathways that regulate these cellular processes. Upon binding to Trk receptors,
neurotrophins stimulate multiple signaling pathways, most notably the extracellular signal-
regulated kinase 1/2 (Erk1/2), the phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/Akt and the
phospholipase C pathways (Chao 2003; Huang and Reichardt 2003). The signaling
mechanisms that mediate the effects of neurotrophins, particularly as they relate to neuronal
survival, have been extensively studied in vitro (Kaplan and Miller 2000; Harper and
LoGrasso 2001; Hetman and Gozdz 2004). However, the signaling pathways involved in
neurotrophin-induced survival and axon growth of adult central neurons in vivo remain
poorly defined.

The rat retinocollicular system is ideal to address the role of neurotrophin signaling
in the survival and regeneration of adult retinal ganglion cells (RGCs), a well-characterized
CNS neuronal population. Among neurotrophins, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) is the most potent survival factor for injured RGCs (Mey and Thanos 1993;
Mansour-Robaey et al. 1994; Peinado-Ramon et al. 1996; Di Polo et al. 1998; Klocker et al.
2000; Chen and Weber 2001). In addition, BDNF has been shown to stimulate the growth
of axotomized RGC axon branches within the retina where axons are not myelinated
(Mansour-Robaey et al. 1994; Sawai et al. 1996). Consistent with these findings, adult
RGCs express high levels of the BDNF receptor TrkB (Pérez and Caminos 1995; Rickman
and Brecha 1995). We recently reported that although both the Erkl1/2 and the PI3K
pathways are stimulated in RGCs upon TrkB activation in vivo, only the Erk1/2 pathway
mediates survival of axotomized RGCs (Cheng et al. 2002). For example, pharmacological
inhibition of the obligate upstream activator of Erk1/2, the mitogen activated protein
(MAP) kinase kinase 1 (MEKI1), blocked the survival effect produced by TrkB
overexpression, while PI3K inhibition did not alter this neuroprotective effect.

The identification of a signaling pathway critical for BDNF/TrkB-induced survival
of adult RGCs (Cheng et al. 2002), prompted us to ask the following questions. First, is
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selective stimulation of the Erk1/2 pathway sufficient to protect RGCs from axotomy-
induced death? Second, does Erk1/2 activation also promote regeneration of severed RGC
axons? To address these issues, we used recombinant adeno-associated virus (AAV) for in
vivo gene delivery of constitutively active (ca) or wild-type (wt) MEK1 into RGCs. This
vector system was selected based on our finding that RGCs are the primary cellular target
for AAV transduction upon intravitreal virus administration (Cheng et al. 2002; Martin et
al. 2003; Sapieha et al. 2003).

Our data demonstrate that in vivo stimulation of Erk1/2 by overexpression of a
constitutively active MEK1 mutant potentiated RGC survival, but not axon regrowth, after
nerve injury. These results define a role for Erk1/2 signaling in adult RGC neuroprotection
in vivo, and suggest that activation of other signaling pathways is required for RGC axon

regeneration within the injured optic nerve.

11.3.) EXPERIMENTAL METHODS
I1.3.1.) Preparation of recombinant AAYV serotype 2 vectors

The constitutively active MEK1 mutant used in our study was created by
substitution of regulatory phosphorylation sites to acidic residues (S218D, S222D) and
deletion of residues 44-55 N-terminal to the consensus catalytic core (MEK-ca; provided by
Dr. N. Ahn, University of Colorado). Biochemical in vitro assays showed that this mutant
was several-fold more active than wild-type MEK 1 (Mansour et al. 1996).

The MEK-ca ¢cDNA was inserted downstream of the hybrid chicken B-actin/CMV
enhancer promoter in the plasmid pXX-UF12, a derivative of pTR-UF5 (Zolotukhin et al.
1996), containing the AAV terminal repeat sequences and a simian virus 40
polyadenylation sequence. The helper plasmid pDG (Grimm et al. 1998) that contains both
the AAV genes (rep and cap) and helper genes required for AAV propagation was used to
generate recombinant AAV. Vectors were packaged, concentrated and titered as previously
described (Hauswirth et al. 2000). The number of infectious particles/ml (ip/ml) was
determined by infectious center assay as described (McLaughlin et al. 1988) and was:
1.7x10' ip/ml for AAV.MEK-ca, 3.7x10'® ip/ml for AAV.MEK-wt and 3.0x10'° ip/m] for
AAV.GFP. No helper adenovirus or wild-type AAV contamination was detected in these
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preparations. Control AAVs containing genes that encoded wild-type MEK1 (AAV.MEK-
wt) or green fluorescent protein (AAV.GFP) were generated in identical fashion. The

MEKI1 genes used here contained a N-terminal hemagglutinin (HA) tag to track expression

of AAV-mediated MEK1 proteins in vivo.

I1.3.2.) Intraocular injection of viral vectors

All procedures were in accordance with the guidelines of the Canadian Council on
Animal Care for the use of experimental animals. Surgeries were performed in adult female
Sprague-Dawley rats (180-200 g) under general anesthesia (2% Isoflurane mixed in
oxygen, 0.8 liter/min). Viral vectors (5 ul) were injected into the vitreous chamber of the
left eye using a 10-pl Hamilton syringe adapted with a 32-gauge needle. Contralateral eyes
or unoperated eyes from normal animals served as controls. The tip of the needle was
inserted in the superior quadrant of the eye at a 45° angle through the sclera into the
vitreous body. This route of administration avoided injury to eye structures, such as the iris
or the lens, reported to promote survival and regeneration of RGCs (Mansour-Robaey et al.
1994; Leon et al. 2000). Once the tip of the needle reached the intravitreal space, it was
held in place for injection of the viral solution over a period of ~2 min after which it was
gently removed. The site of injection was then sealed with surgical glue (Indermill, Tyco
Health Care, Mansfield, MA, USA). We, and others, have observed that AAV-mediated
transgene expression reaches a plateau between 3-4 weeks after administration of the vector
into the rodent eye (Bennett et al. 1997; Ali et al. 1998; Bennet et al. 2000; Cheng et al.
2002) and persists thereafter (Guy et al. 1999). Therefore, subsequent surgical procedures
were performed 3-4 weeks after AAV administration (Fig. 1). The reason for delayed onset
of AAV-mediated gene expression in vivo is unclear, but may arise from the need to
convert single-stranded viral DNA to a double-strand prior to active transcription (Ferrari et

al. 1996).

I1.3.3.) Optic nerve axotomy and analysis of neuronal survival
RGCs were retrogradely labeled with 2% FluoroGold (Fluorochrome, Englewood,
CO) in 0.9% NaCl containing 10% dimethyl sulfoxide by application of the tracer to both

superior colliculi. Seven days later, the left optic nerve was transected at 0.5-1 mm from the
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back of the eye avoiding injury to the ophthalmic artery. Rats were sacrificed at 7, 14 or 28
days post-lesion (Fig. 1A) by intracardial perfusion with 4% paraformaldehyde. Both the
left (optic nerve lesion) and right (intact control) retinas were dissected, fixed for an
additional 30 min and flat-mounted on a glass slide with the ganglion cell layer side up.
FluoroGold-labeled neurons were counted in 12 standard retinal areas as described (Cheng
et al. 2002; Sapieha et al. 2003). The vasculature of the retina was routinely monitored by
fundus examination and animals showing signs of compromised blood supply were
eliminated from the analysis. Groups included animals sacrificed at the following post-
axotomy times: i) 1 week, treated with AAV.MEK-ca (n=8), AAV.MEK-wt (n=4) or
AAV.GFP (n=4); ii) 2 weeks, treated with AAV.MEK-ca (n=10), AAV.MEK-wt (n=6) or
AAV.GFP (n=3); and 4 weeks, treated with AAV.MEK-ca (n=9), AAV.MEK-wt (n=5) or
AAV.GFP (n=4). Data analysis and statistics were performed using the GraphPad Instat
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) by a one-way analysis of variance

(ANOVA) test.

I1.3.4.) Micro-crush lesion and analysis of axon growth

The optic nerve was exposed and a 10-0 suture was used to tie a knot to completely
constrict the nerve for 60 sec, after which the suture was carefully released as described
(Sapieha et al. 2003). Thirteen days after injury, 5 pl of 1% cholera toxin B subunit (CTB,
List Biological Laboratories, Campbell, CA) was injected into the vitreous chamber.
Twenty-four hrs later (2 weeks postlesion), animals were sacrificed (Fig. 1B) and the eyes
processed for optic nerve immunostaining as described below. Groups included animals
treated with AAV.MEK-ca (n=3) or AAV.GFP (n=3). We previously demonstrated that
both micro-crush lesion and axotomy led to identical loss of RGCs within the first 2 weeks
of injury (Sapieha et al. 2003), thus allowing us to compare the effect of these viral vectors
on neuronal survival and axon growth.

Lens injury has been shown to stimulate RGC axon regeneration (Fischer et al.
2000; Leon et al. 2000). Hence, animals that received a small wound puncture to the lens
(n=5) at the time of micro-crush lesion served as positive controls for axon growth. Briefly,

a 30-gauge needle was used to puncture the posterior plane of the lens and the wound was
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immediately monitored through the cornea. After this procedure, the lens became
completely opaque within the first week of injury.

Axonal growth was evaluated by counting the number of CTB-positive axons that
extended beyond the site of injury as described (Sapieha et al. 2003). Anterograde axonal
tracing with CTB has been shown to be highly sensitive for revealing fine axonal
morphology in the visual system (Mikkelsen 1992; Angelucci et al. 1996; Matteau et al.
2003). Axons that crossed a virtual line parallel to the lesion site at 50 um, 100 pm, 250
pm, 500 um and 1 mm were counted in four sections of optic nerve per animal. Sections
were selected across the entire width of the nerve to analyze axon growth in both central
and peripheral regions. The quantification of axons was carried out using two
complementary methods: i) axons were counted directly on each section using a 100X
objective (Zeiss), and ii) composite images of each nerve were generated at 60X
magnification to verify axon counts with respect to the lesion site and for documentation.
During quantification, the injury site was identified in the same optic nerve section by dark
field microscopy. In addition, the location of the lesion site was routinely confirmed in the
same section or in an immediately adjacent section using hematoxylin/eosin staining. The
thickness of the optic nerve was measured at each point where axons were counted and this
value was used to calculate the number of axons per mm of nerve width. Data analysis was
performed using the GraphPad Instat program (GraphPad Software Inc.) by a Student’s ¢

test.

I1.3.5.) Retina, optic nerve and brain immunohistochemistry

Rats were perfused transcardially with 4% PFA and the eyes, optic nerves and
brains were immediately dissected. The anterior part of the eye and the lens were removed,
and the remaining eye cup immersed in the same fixative for 2 hr at 4°C. Eye cups, optic
nerves and brain tissue were equilibrated in graded sucrose solutions (10-30% in PB) at
4°C, embedded in O.C.T. compound (Tissue-Tek, Miles Laboratories, Elkhart, IN) and
frozen in a 2-methylbutane/liquid nitrogen bath. Tissue cryosections (14-16 um) were
collected onto gelatin-coated slides and processed. Sections were incubated in 10% normal
goat serum (NGS), 0.2% Triton X-100 (Sigma) in PBS for 30 min at room temperature to
block nonspecific binding. Each primary antibody was added in 2% NGS, 0.05% Triton X-
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100 and incubated overnight at 4°C. Sections were then incubated with the appropriate
secondary antibody for 1 hr at room temperature, washed in PBS and mounted using an
anti-fade reagent (SlowFade, Molecular Probes, Eugene, OR). Primary antibodies were:
monocolonal HA antibody (2 pg/ml, clone 12CAS, Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, USA), goat CTB antibody (1:4,000 dilution, List Biological Labs), or
monoclonal phospho-Erk1/2 that specifically recognizes Erk1/2 phosphorylated on
Thr202/Tyr204 residues (10 pg/ml, BioSource International, Camarillo, CA). Fluorescent
staining was examined using a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss Canada,
Kirkland, QC), pictures captured with a CCD video camera (Retiga, Qimaging) and
analysed with Northern Eclipse software (Empix Imaging, Mississauga, ON).

I1.3.6.) Western blot analysis

Retinas were quickly extracted and homogenized with an electric pestle (Kontes,
Vineland, NJ) in lysis buffer (20 mM Tris, pH 8.0, 135 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS
and 10% glycerol supplemented with protease inhibitors) at 4 °C. Retinal lysates were
incubated for 30 min on ice before centrifugation at 10,000 rpm for 5 min and the
supernatant collected. The protein concentration of retinal extracts was determined by the
Lowry method (Bio-Rad Life Science, Mississauga, Ontario, Canada). Samples (100-150
ng of protein) were separated by electrophoresis on 10% SDS polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad Life Science, Mississauga, Ontario,
Canada). Non-specific binding was blocked by incubating blots in 10 mM Tris (pH 8.0),
150 mM NaCl, 0.2% Tween 20 (TBST), and 5% lyophilized skim milk for 1h at room
temperature. Membranes were incubated with the following primary antibodies:
monoclonal phospho-Erk1/2 (10 pg/ml, BioSource Int.), polyclonal Erk1/2 (2.3 pg/ml,
BioSource Int.), polyclonal phospho-Akt that recognizes Akt phosphorylated on Thr308
(0.6 pg/ml, Cell Signaling), polyclonal Akt (0.1pg/ml, Cell Signaling), polyclonal phospho-
ErkS that recognizes Erk5 phosphorylated on Thr218/Tyr220 residues (2 pg/ml, Biosource
Int.), and polyclonal Erk5 (1 pg/ml, Biosource Int.). Blots were washed in TBST and then
incubated with anti-mouse or anti-rabbit peroxidase-linked secondary antibody (0.5 pg/ml,

Amersham Pharmacia, Baie d’Urfé, QC). Protein signals were detected using a
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chemiluminescence reagent (ECL, Amersham Biosciences) followed by exposure of blots

to X-OMAT (Kodak) imaging film.

I1.4.) RESULTS
I1.4.1.) AAYV serotype 2 directs selective MEKI1 transgene expression in adult RGCs

AAV.MEK serotype 2 vectors were injected intraocularly in intact rat eyes to
examine MEK1 gene expression in retinal cells in vivo. Retinas and optic nerves were
examined at four weeks following administration of AAV vectors, the time required for
transgene expression to reach a plateau in the rodent retina (Bennet et al. 2000; Cheng et al.
2002). To distinguish AAV-mediated MEK1 expression from endogenous MEK 1, we used
an antibody against the HA tag present only in MEK1 transgenes. Robust HA staining was
observed in a large number of cells in the ganglion cell layer (GCL) of retinas treated with
AAV.MEK-ca (Fig. 2A) or AAV.MEK-wt (Fig. 2B), but not in control eyes injected with
AAV.GFP (Fig. 2C). In addition, staining was also observed in dendritic processes
extending into the inner plexiform layer (IPL) and in axons in the fiber layer (FL) (Figs.
2D, 2G). Thus, the diffuse HA staining detected in the IPL (Fig. 2A, 2B) is likely due to
the presence of MEK-ca in the dendrites of GCL neurons.

We, and others, have shown that >70% of RGCs can be effectively infected when
recombinant AAVs are administered into the vitreous chamber (Cheng et al. 2002; Harvey
et al. 2002; Martin et al. 2002; Fischer et al. 2004). To confirm this, we performed co-
localization studies in retinas from eyes that received a single intravitreal injection of
AAV.MEK vectors followed by retrograde labeling of RGCs using FluoroGold applied to
the superior colliculus. Double-labeling experiments demonstrated that the vast majority of
RGCs, visualized with FluoroGold (Figs. 2E, 2H), produced virally-mediated MEK!1
proteins (Figs. 2F, 2I). In addition, we examined the ability of the MEK-ca transgene to
stimulate phosphorylation of Erk1/2 in adult RGCs in vivo. Immunostaining of retinal
sections with an antibody that recognized active, phosphorylated Erk1/2 demonstrated that
only RGCs infected with AAV.MEK-ca upregulated P-Erk1/2 (Figs. 2J-L). Positive P-
Erk1/2 immunostaining was observed in the cytoplasmic compartment and in the nucleus
(Fig. 2L), consistent with the biological role of Erk1/2. In contrast, AAV.GFP did not

induce P-Erk1/2 increase in neurons (Figs. 2M-0). No signs of inflammation, cytotoxicity,
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abnormal growth or immune reaction were detected in any of the eyes following
administration of AAVs.

To establish the efficacy of AAV.MEK vectors to stimulate the Erk1/2 pathway in
vivo, we examined the levels of phosphorylated Erkl and Erk2 in whole retinal
homogenates using antibodies that specifically recognize the phosphorylated forms of these
kinases (Fig. 3A). Because mostly RGCs are infected by AAV, changes in protein
phosphorylation reflect changes that occur in these neurons. Low but detectable levels of
phospho-Erk1/2 were observed in intact, uninjected retinas indicating basal activation of
these kinases. AAV.MEK-ca significantly increased Erkl and Erk2 activation above the
levels found in intact or control retinas at 4 weeks after vector administration. Interestingly,
AAV.MEK-ca induced more abundant phosphorylation of Erk2 than Erk1l. A more modest,
but clearly detectable, increase in phospho-Erk2 was found in retinas injected with
AAV.MEK-wt consistent with an increase in the pool of MEKI1 protein available to
phosphorylate Erk1/2. AAV.GFP-infected retinas showed phosho-Erk1/2 levels similar to
those found in intact retinas indicating that AAV infection by itself did not stimulate the
Erk1/2 pathway.

To confirm the specificity of Erkl/2 activation in vivo, we examined the
phosphorylation status of the following key signaling components following MEK-ca gene
transfer: Akt, a critical downstream target of PI3K (Huang and Reichardt 2003), and ErkS,
which has been shown to mediate neuronal survival (Cavanaugh 2004). There was no
activation of Akt in the presence of AAV.MEK-ca (Fig. 3B). Similarly, phosphorylation of
Erk5 was not stimulated by AAV.MEK-ca (Fig. 3C). Together, these results indicate that
AAV.MEK-ca drives selective and sustained stimulation of the MEK1/Erk1/2 pathway in
adult RGCs in vivo.

I1.4.2.) MEKI1 transgene products are transported along RGC axons to targets in the
brain

We investigated the possibility that AAV-mediated MEK1 proteins could be
anterogradely transported along RGC axons. After a single intraocular injection of viral
vectors, we performed HA immunohistochemistry of intact optic nerves and brain regions

that are highly innervated by RGC axon terminals: the superior colliculus (SC) and the
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dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN). Bundles of HA-positive RGC axons containing
transgenic MEK-ca were observed in the fiber layer within the retina, at the optic nerve
head and in the optic nerve (Fig. 4A, 4B). Identical staining was observed with AAV.MEK-
wt (not shown).

HA-labeled terminal arbors were also identified in the SC contralateral to the AAV-
injected eye (Fig. 4C). Collicular HA staining was most abundant throughout the
superficial gray layer (Figs. 4C, 4E), the location of many RGC terminal arbors. Positive
immunostaining was also observed in the region corresponding to the contralateral dLGN
(Fig. 4F, 4G). Only background staining was detected in the ipsilateral SC (Fig. 4D) and
dLGN (not shown), likely due to the low number of RGC fibers from the contralateral
(AAV-injected) eye that project to these regions. In rats, less than 1% of the total RGC
population project to the ipsilateral SC (Isenmann et al. 2003). Our findings are in
agreement with a previous study showing reporter gene expression in retinorecipient brain
regions following AAV.GFP injection in the rat eye (Harvey et al. 2002). Our results
indicate that AAV-mediated MEK1 transgene products are readily transported along RGC

axons to terminals in the brain.

I1.4.3.) AAV.MEK-ca protects RGCs from axotomy-induced death

The widespread expression of AAV-mediated MEK-ca in RGCs, its distribution in
cytoplasm, dendrites and axons, and its ability to activate Erk1/2 in vivo prompted us to test
its effect on neuronal survival after optic nerve transection (Fig. 1A). Four weeks after
intraocular injection of viral vectors, RGCs were retrogradely labeled and subsequently
axotomized. Retinas were examined histologically at 7, 14 and 28 days post-lesion to
determine the density of surviving RGCs in all retinal quadrants. Macrophages and
microglia that may have incorporated FluoroGold after phagocytosis of dying RGCs were
excluded from our quantitative analysis based on their morphology and immunolabeling
using specific markers as described (Cheng et al. 2002).

Injection of AAV vectors was routinely performed in the superior (dorsal) quadrant
of the eye, consequently, a higher density of RGCs expressing MEK-ca was always
observed in this retinal hemisphere (Fig. 5A). We anticipated that the effect of MEK-ca on

RGC survival would be most noticeable in retinal regions with the highest density of
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infected RGCs. Thus, we compared the effect of AAV.MEK-ca on RGC survival in the
entire retina with that in the superior quadrant (Table 1, Figs. 5B, 5C). A single intraocular
injection of AAV.MEK-ca increased RGC survival in all quadrants (Fig. 5B), but most
notably in the superior hemisphere (Fig. 5C) at 14 and 28 days after axotomy. For
example, at two weeks after axotomy AAV.MEK-ca protected 45% of the total number of
RGCs in the superior retina compared to 22% with AAV.MEK-wt or 18% with AAV.GFP
(ANOVA, *: P<0.05; **: P<0.01). Neuronal survival in the superior quadrant following
treatment with AAV.MEK-ca was still significant at four weeks post-lesion: 17% of the
total number of RGCs remained alive in contrast to only 8% or 2% of neurons that survived
with AAV.MEK-wt or AAV.GFP, respectively (ANOVA, **: P<0.01). In two out of nine
animals, as many as 42% and 38% of RGCs in the superior retinal quadrant survived at 4
weeks after nerve transection. This neuroprotective effect led to higher neuronal densities
and better preservation of cellular integrity (Fig. 5D) than with control vectors (Fig. 5E,
5F).

To further confirm that MEK-ca gene transfer was involved in RGC survival, we
examined the correlation between neuronal survival and transgene product expression (Fig.
6). Our analysis indicated that the vast majority of surviving RGCs, identified by their
FluoroGold label, also expressed AAV-mediated MEK-ca (~86%) at four weeks after
injury. Together, these results strongly suggest that activation of the Erk1/2 pathway via
MEK-ca gene transfer supports RGC survival in this injury model.

11.4.4.) MEK-ca gene transfer does not stimulate RGC axon regeneration

We then investigated if increased RGC survival with AAV.MEK-ca treatment
correlated with greater axon regeneration at two weeks after micro-crush lesion of the optic
nerve (Fig. 1B). While all RGC axons are completely transected in this injury paradigm, the
lesion site remains well-defined and the extent of the glial scar is minimized (Sapieha et al.
2003). Importantly, we previously showed that both micro-crush lesion and axotomy led to
identical loss of RGCs within the first 2 weeks of injury (Sapieha et al. 2003), thus
allowing us to compare AAV.MEK-ca mediated survival and axon growth.

First, we examined if MEK-ca gene transfer induced phosphorylation of Erk1/2 in

injured RGC axons. Optic nerve immunostaining with an antibody that recognized the
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active, phosphorylated forms of Erk1/2 demonstrated robust labeling in many severed RGC
axons (Fig. 7A). In all cases, the lesion site was identified by visualization of the same
optic nerve section using dark field microscopy (Fig. 7B) as described (Sapieha et al.
2003). Interestingly, positive labeling was found in the nerve segment close to the cell
body, proximal to the lesion. Lack of phospho-Erk1/2 staining in the distal optic nerve, past
the lesion site, was consistent with the complete transection of all RGC axons (Fig. 7A).
This finding suggests that anterograde transport of MEK-ca transgenic protein was blocked
by axotomy, thus impairing consequent activation of Erk1/2 in the distal nerve. Phospho-
Erk1/2 staining was not observed in the distal nor proximal nerve segments from eyes
treated with control AAV.GFP (Fig. 7C, 7D).

The anterograde tracer cholera toxin beta-subunit (CTB), injected intraocularly, was
used to visualize regenerating axons (Figs. 7E, 7G, 7). In both AAV.MEK-ca (Fig. 7E, 7F)
and AAV.GFP (Fig 7G, 7H) treated eyes, most CTB-positive axons were visible in the
proximal segment of the optic nerve. In contrast, very few labeled fibers were detected
beyond the lesion site in the distal nerve indicating lack of RGC axon regeneration in the
presence of AAV.MEK-ca. As expected, a higher density of CTB-positive axons was
detected only in the proximal nerve segment of AAV.MEK-ca treated eyes (Fig. 7E)
consistent with increased RGC survival in this group with respect to controls (Fig. 7G).

Lens injury has been shown to stimulate RGC survival and axon regeneration in the
mature rat optic nerve (Fischer et al. 2000; Leon et al. 2000). Thus, a group of animals that
received a small puncture wound to the lens were used as positive controls for axon growth.
Many RGC axons were detected growing into the distal optic nerve following lens injury
(Fig. 71, 7J), thus validating our ability to assess RGC axon regeneration in the mature optic
nerve. Because all RGC axons were completely transected in this paradigm, fibers
extending beyond the site of injury correspond to axons that are regrowing, and not to
axons that were spared, following the initial lesion.

The extent of axonal growth was evaluated by counting the number of CTB-positive
axons that extended beyond the lesion site (Fig. 7K). Quantitative analysis of axon growth
was carried out using optic nerve sections that spanned the entire width of the nerve to
include RGC axons projecting from all retinal quadrants. Although limited axon growth

was observed at short distances (50 pm and 100 pm) from the lesion site, there was no
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significant difference in the overall axon growth after AAV.MEK-ca or AAV.GFP
treatment (two-tailed ¢ test, P>0.05). For example, the number of axons per mm of optic
nerve at 500 um from the lesion was 3 + 1.1 (mean + S.E.M.) or 2 + 1.5 in animals treated
with AAV.MEK-ca (n=3) or AAV.GFP (n=3), respectively, while lens-injury stimulated
the growth of 30 + 7.9 axons (n=5). Together, these data indicate that selective activation of
the Erkl1/2 pathway stimulates robust RGC survival, but does not contribute to axon

regeneration.

ILS.) DISCUSSION

Here we used recombinant AAVs to investigate the role of the Erk1/2 pathway in
the survival and regeneration of adult RGCs. This gene therapy approach has several
advantages over other strategies, such as the use of pharmacological inhibitors or transgenic
mice, for the study of signaling mechanisms in vivo. Pharmacological inhibitors are known
to have non-specific effects. For example, MEK1 inhibitors can also block MEKS5
(Kamakura et al. 1999; Mody et al. 2001), an upstream activator of ErkS, which mediates
neuronal survival (Cavanaugh 2004). AAV predominantly targets adult RGCs (Cheng et al.
2002; Martin et al. 2003; Fischer et al. 2004), thus no other neurons or glial cells are likely
to contribute significantly to the outcome response. This approach also avoids potential
developmental defects that may occur in transgenic mice, confusing the interpretation of
phenotypic changes in adult neurons. Other advantages are that AAV evokes minimal
immune response in the host (Xiao et al. 1996; Xiao et al. 1997) and mediates long-term
transgene expression in the retina and optic nerve (Dudus et al. 1999; Guy et al. 1999;
Cheng et al. 2002).

We provide evidence that the Erk1/2 pathway plays an important role in the
protection of adult RGCs against axotomy-induced death in vivo. Importantly, the vast
majority of surviving RGCs expressed transgenic MEK-ca indicating that neuroprotection
was a direct consequence of sustained, intracellular Erk1/2 activation. Our results are
consistent with a general consensus, derived largely from in vitro studies, in which the
PI3K pathway regulates survival following growth factor deprivation (Datta et al. 1999;
Kaplan and Miller 2000), while the Erk1/2 pathway mediates neurotrophin-induced

survival following neuronal damage (Hetman and Gozdz 2004). Recent studies using
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pharmacological inhibitors of MEK1 have implicated the Erk1/2 pathway in the control of
adult RGC death (Choi et al. 2003; Diem et al. 2003). For example, methylprednisolone-
induced inhibition of Erk1/2 increased RGC apoptosis in a model of experimental
autoimmune encephalomyelitis (Diem et al. 2003). Taken together, these data underscore
the importance of the classical Erk1/2 pathway in the survival of adult injured RGCs.

The AAV vectors used in this study mediated robust MEK1 transgene expression in
multiple RGC compartments, including dendrites, axons and terminals in the brain.
Importantly, MEK1 activation led to phosphorylation of Erk1/2 in injured RGC axons in
the optic nerve. Under these conditions, there was no enhancement of axon regeneration
beyond the lesion site. These data clearly show that RGC survival alone is not sufficient to
promote axon regeneration. Of interest, upregulation of Bcl-2 in RGCs was sufficient to
keep neurons alive, but failed to promote axon extension in culture (Goldberg et al. 2002),
within the optic nerve (Chierzi et al. 1999; Lodovichi et al. 2002) or into a peripheral nerve
graft (Inoue et al. 2002). In contrast, FGF-2 gene transfer promoted low RGC survival, but
enhanced RGC axon growth in vivo (Sapieha et al. 2003). Of interest, FGF2 has been
shown to induced P-Erkl/2 upregulation in retinal cells (Kinkl et al. 2001) and
pharmacological inhibition of this pathway reduced BDNF-induced neurite sprouting in
adult RGCs in vitro ((Bonnet et al. 2004)). Although Erk1/2 activation by itself is not
sufficient to promote axon growth, we cannot rule out the possibility that Erk1/2 may
regulate this process in concert with other signaling components.

RGCs have a limited capacity to regenerate within the optic nerve partly due to the
abundance of growth inhibitory proteins in myelin and the glial scar (David and Lacroix
2003; Filbin 2003; Schwab 2004). The growth inhibitory environment of the optic nerve is
rich in proteins such as Nogo-A (Caroni and Schwab 1988a; Caroni and Schwab 1988b),
myelin-associated glycoprotein (MAG) (McKerracher et al. 1994; Mukhopadhyay et al.
1994) and oligodendrocyte-myelin glycoprotein (OMgp) (Kottis et al. 2002) that restrict the
extension of axons on myelin by interacting with the Nogo receptor (Fournier et al. 2001;
Liu et al. 2002; Wang et al. 2002b). Nonetheless, injured RGC axons can regrow under
certain experimental conditions including lens injury (Fischer et al. 2000; Leon et al. 2000),
RhoA inhibition (Lehmann et al. 1999) and FGF-2 upregulation (Sapieha et al. 2003).

Interestingly, a recent study demonstrated that inhibition of the Nogo receptor, a major
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mediator of inhibitory signals in myelin (Fournier et al. 2001; Liu et al. 2002; Wang et al.
2002a; Wang et al. 2002b), was not sufficient to promote robust RGC regeneration unless
the intrinsic growth state of these neurons was activated (Fischer et al. 2004). Although the
intracellular pathways that underlie active axon regeneration by RGCs have not been
elucidated, we provide evidence that stimulation of the Erk1/2 pathway is not sufficient for
axon growth in vivo. Previous studies reported neurite or axon outgrowth from PC12 cells,
embryonic chick retinal neurons, sympathetic and sensory neurons following Erk1/2
activation (Atwal et al. 2000; Dimitropoulou and Bixby 2000; Miura et al. 2000; Sjogreen
et al. 2000; Wiklund et al. 2002), however these studies were carried out in vitro using
permissive substrates. Overall, our data suggest that activation of other signaling
components, independently or in conjunction with Erk1/2, are required for RGC axon
regeneration in the growth inhibitory optic nerve environment. Nevertheless, given that
Erk1/2 are markedly phosphorylated by AAV.MEK-ca, possibly several-fold over basal
levels, we cannot rule out that this approach may have inhibitory or adverse effects that
prevent axon regeneration.

In summary, we demonstrate that the Erk1/2 pathway plays a key role in the
regulation of adult RGC survival after traumatic injury. Future studies will be essential to
elucidate the signaling components that mediate active axon growth in vivo, which together
with neuroprotection and suppression of growth inhibitors may lead to effective strategies

for CNS repair.
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Figure 1. Experimental protocol used to test the effect of MEK1 gene transfer on RGC
survival and regeneration.

(A) For neuronal survival assays, RGCs were retrogradely labeled with FluoroGold and
subsequently axotomized at 4 weeks after intraocular (IO) injection of AAV vectors. The
time required for AAV-mediated transgene expression to reach a plateau in the adult rat
retina is 3-4 weeks. RGC survival was assessed by quantification of fluorescent neurons in
whole-mounted retinas at 1, 2 or 4 weeks after optic nerve lesion. Control groups included
animals that received a single injection of AAV.MEK-wt or AAV.GFP. (B) Micro-crush
lesion (MC) of the optic nerve was performed 4 weeks after IO injection of AAVs. Thirteen
days after injury, RGC axons were anterogradely labeled by IO injection of CTf and 24 hrs
later (2 weeks postlesion), animals were sacrificed and the optic nerves were processed for
analysis of axon growth. Control groups included animals that received a single intravitreal

injection of AAV.MEK-wt or AAV.GFP.
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Figure 2. AAV mediates MEK-ca gene product expression in adult RGCs.

Fluorescent microscopy images of retinal sections stained with an HA antibody at 4 weeks
following intraocular injection of AAVs. (Panels A, B) AAV-mediated MEK-ca or MEK-
wt was visualized in cell bodies in the ganglion cell layer (GCL), dendrites in the inner
plexiform layer (IPL) and axons in the fiber layer (FL). Retinas treated with AAV.GFP
showed no staining (Panel C). Co-localization of HA immunostaining (Panels D, G) with
the retrograde tracer FluoroGold (FG) (Panels E, H) confirmed specific expression of MEK
transgenes in RGCs (Panels F, I). FG-stained RGCs were visualized using a GFP filter
(exciter: 405-445; emitter: 485-525) providing a green color that facilitates the display of
double-labeling with HA antibody (red). Co-localization of HA immunostaining (Panels J,
M) with an antibody that recognized phosphorylated Erk1/2 (Panels K, N) demonstrated
selective activation of Erk1/2 in RGCs expressing MEK-ca but not in AAV.GFP-infected
cells (Panels L., O). Scale bars: A-C= 100 um; D-F= 25 um; G-O= 10 um. ONL: outer
nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform

layer; GCL: ganglion cell layer; FL: fiber layer.
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Figure 3. AAV.MEK-ca activates Erk1/2 in adult RGCs in vivo.

(Panel A) In vivo activation of Erk1/2 kinases was detected in retinal homogenates at 4
weeks after injection of AAV.MEK-ca compared to control eyes. In contrast, the levels of
phosphorylated Akt (Panel B) or Erk5 (Panel C) were not increased following MEK1 gene
transfer. Lower panels in (A), (B) and (C) show the same blot re-probed with antibodies

that recognize non-phosphorylated Erk1/2, Akt or Erk5 to verify equal protein loading.
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Figure 4. MEK1 transgene products are transported along RGC axons to targets in
the brain.

(Panel A) HA-positive RGC axons containing transgenic MEK-ca were observed in the
fiber layer within the retina, at the optic nerve head and in the optic nerve. Panel B shows a
higher magnification image of HA-positive axons within the optic nerve. Large numbers of
HA-labeled RGC terminal arbors were visualized in the superior colliculus contralateral
(Contra) to the AAV-injected eye (Panel C). In contrast, HA staining was not detected in
the ipsilateral (Ipsi) superior colliculus (Panel D). Panel E shows a higher magnification
micrograph of HA-positive RGC terminal arbors in the superficial gray layer (SG) of the
contralateral superior colliculus. HA labeling was also observed in the region
corresponding to the contralateral dorsal lateral geniculate nucleus (dLGN) (Panel F), a
structure that could be readily identified using dark field microscopy (Panel G). Scale bars:
A= 250 pm; B-D and F-G= 100 um; E= 50 pm. ON: optic nerve; ONH: optic nerve head;
ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner
plexiform layer; GCL: ganglion cell layer; Zo: zonal layer; SG: superficial gray layer; Op:
optic nerve layer; dLGN: dorso-lateral geniculate nucleus; vLGN: ventro-lateral geniculate

nucleus; Po: posterior thalamic nucleus.
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Figure 5. AAV.MEK-ca protects RGCs from axotomy-induced death.

A higher density of HA-labeled RGCs was always observed in the superior (dorsal) retinal
quadrant (Panel A), the site of AAV injection. Quantitative analysis of RGC survival
following injection of AAV.MEK-ca (solid bars), AAV.MEK-wt (gray bars) or AAV.GFP
(hatched bars) is shown for whole retina (Panel B) or superior quadrant only (Panel C). The
density of RGCs in intact, unoperated retinas is shown as reference (open bar). MEK-ca
gene transfer markedly increased the number of RGCs that survived after axotomy
(ANOVA: *: P<0.05; **: P<0.01). This neuroprotective effect led to higher neuronal
densities and better preservation of cellular integrity (Panel D) than with control vectors

(Panels E and F). Scale bars: A=400 pm; D-F= 100 pum.
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Figure 6. RGC survival correlates with AAV-mediated MEK-ca expression in injured
RGCs.

(Panels A-C) Fluorescent microscopy images of retinal sections following AAV.MEK-ca
administration show co-localization of HA labeling, used to visualize AAV-mediated
MEK, and FluoroGold (FG), used to identify surviving RGCs, at 4 weeks after axotomy.
(D) Quantification of the number of cells in the ganglion cell layer co-stained with FG and
HA indicated that 86% of surviving RGCs expressed MEK-ca at 4 weeks post-lesion.
These data strongly support that intracellular Erk1/2 activation mediates RGC survival in

vivo. Scale bar: A-C= 25 um.
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Figure 7. MEK-ca gene transfer does not stimulate RGC axon regeneration.

(Panel A) Optic nerve immunostaining with an antibody that recognized phosphorylated
Erk1/2 demonstrated robust labeling in many transected RGC axons proximal (P) to the
lesion site (shown with asterisks). Panel B shows the same section as in Panel A visualized
using dark field microscopy for accurate identification of the injury site (asterisks).
Phospho-Erk1/2 staining was not observed in the distal nor proximal nerve segments from
eyes treated with control AAV.GFP (Panel C: phospho-Erk1/2, Panel D: dark field).
Staining with an antibody against the anterograde axon tracer cholera toxin B-subunit (CTB)
demonstrated that in both AAV.MEK-ca (Panel E: CTB; Panel F: dark field) and AAV.GFP
(Panel G: CTB, Panel H: dark field) very few fibers crossed into the distal (D) nerve. In
contrast, many CTB-positive axons were visualized in the distal optic nerve following lens
injury (Panel I: CTB, Panel J: dark field), shown to stimulate RGC survival and axon
growth in the mature optic nerve, thus serving as positive control for RGC axon
regeneration. (K) Number of RGC axons (mean + S.E.M.) extending past the lesion after a
single intravitreal injection of AAV.MEK-ca (solid bars) or AAV.GFP (hatched bars) at 2
weeks after axotomy. The difference in axon growth between AAV.MEK-ca and
AAV.GFP at all distances examined from the injury site was not significant (P > 0.05).
Scale bars: A-J= 200 pm.
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Table 1. Survival of axotomized RGCs following in vivo MEK1 gene transfer.

RGCs/mm> + S.E.M.

(% of intact contralateral retinas), n

Retinal Viral Time After Axotomy
Quadrant (s) Vector 1 week 2 weeks 4 weeks
1232 £ 56 904 + 160 336 £ 92
AAV.MEK-ca
(62%), n=7 (45%), n=9 (17%), n=9
. 972 + 56 444 + 68 156 + 32
Superior AAV.MEK-wt
(49%), n=4 (22%), n=6 (8%), n=5
788 + 120 352+ 128 40+ 8
AAV.GFP
(40%), n=3 (18%), n=3 (2%), n=4
1382 £ 46 675+73 220 + 32
AAV.MEK-ca
(63%), n=8 (31%), n=10 (10%), n=9
1103 £32 452 + 42 147 £ 18
All AAV.MEK-wt
(51%), n=4 (21%), n=6 (7%), n=5
827 + 100 355+ 31 70+ 10
AAV.GFP
(38%), n=4 (16%), n=3 (3%), =4

Contralateral intact retinas: Superior =2000 + 80 RGCs/ mm° (100%), n=15
All =2180 + 64 RGCs/mm” (100%), n=15
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FIGURE 2
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FIGURE 4




86

FIGURE 5
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FIGURE 6
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FIGURE 7
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II1.1.) ABSTRACT

Trauma or disease in the central nervous system (CNS) often leads to neuronal
death and consequent loss of functional connections. The idea has been put forward that
strategies aimed at repairing the injured CNS require stimulation of both neuronal survival
and axon regeneration. We tested this hypothesis in the adult rat retinocollicular system by
combining two strategies: i) exogenous administration of brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), a potent survival factor for damaged retinal ganglion cells (RGCs), and ii) lens
injury, which promotes robust growth of transected RGC axons. Our results demonstrate
that BDNF and lens injury interact synergistically to promote neuronal survival: 71% of
RGCs were alive at two weeks after optic nerve injury, a time when only ~10% of these
neurons remain without treatment. Intravitreal injection of BDNF, however, led to
regeneration failure following lens injury. The effect of BDNF could not be generalized to
other growth factors, as ciliary neurotrophic factor did not cause a significant reduction of
lens injury-induced regeneration. Growth arrest in optic nerves treated with BDNF and lens
injury correlated with the formation of hypertrophic axonal swellings in the proximal optic
nerve. These swellings were filled with numerous vesicular bodies, disorganized
neurofilaments and degenerating organelles. Our results demonstrate that: i) increased
neuronal survival does not necessarily lead to enhanced axon regeneration, and ii)
activation of survival and growth pathways may produce axonal dystrophy similar to that
found in neurodegenerative disorders including glaucoma, Alzheimer’s disease and
multiple sclerosis. We propose that loss of axonal integrity may limit neuronal recovery in

the injured, adult CNS.
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I11.2.) INTRODUCTION

Injury to the brain or spinal cord of adult mammals leads to neuronal death, loss of
cell-cell interactions and persistent functional deficits. Attempts to repair the injured
central nervous system (CNS) have identified two fundamental conditions that need to be
fulfilled: i) to prevent or delay the loss of neurons following injury; and ii) to overcome the
failure of axons to extend towards appropriate targets (Bray et al., 1991; Doster et al.,
1991). Therefore, therapies that stimulate both neuronal viability and axon growth may
prove beneficial after CNS lesion.

The rat retinocollicular system is ideal to test strategies that promote survival and
regeneration of adult retinal ganglion cells (RGCs). RGCs are a well-characterized CNS
neuronal population, with cell bodies located in the inner retina and axonal processes along
the optic nerve that reach specific targets in the brain. This highly polarized
cytoarchitecture allows the use of retrograde and anterograde neurotracers to unequivocally
identify RGC soma or axons, respectively (Pernet et al., 2005; Sapieha et al., 2003).
Furthermore, the accessibility and anatomy of the eye is suitable for intravitreal injection of
survival factors and other reagents that can readily diffuse to reach RGCs.

Neurotrophins play important roles in the survival response of adult RGCs to injury.
Among neurotrophins, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is the most potent
survival factor for damaged RGCs (Chen and Weber, 2001; Di Polo et al., 1998; Klocker et
al., 2000; Mansour-Robaey et al., 1994; Mey and Thanos, 1993; Peinado-Ramon et al.,
1996). BDNF, however, lacks the ability to promote RGC axon regeneration into peripheral
nerve grafts or within the optic nerve (Isenmann et al., 2003; Yip and So, 2000). In
contrast, robust RGC axon regeneration has been achieved by causing a small, wound
puncture to the lens of adult rats (Fischer et al., 2000; Leon et al., 2000). In this paradigm,
if the lens is damaged at the time of optic nerve crush, many RGCs regenerate their axons
into the distal nerve. The effect of lens injury on axon growth has been proposed to be
mediated by macrophage-released factors, but the precise mode of action remains unknown
(Yin et al., 2003). Importantly, the molecular mechanisms that mediate the regenerative
effect of lens injury are independent of BDNF, as neutralizing antibodies against this
neurotrophin failed to diminish the number of RGC axons that extended after lens injury

both in vivo (Leon et al., 2000) and in vitro (Lorber et al., 2002).
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Here we tested the hypothesis that combination of a potent survival factor (BDNF)
with a strategy that promotes axon growth (lens injury) may increase RGC viability and,
consequently, enhance long-distance axon regeneration in the injured CNS. Our results
demonstrate that combined BDNF and lens injury had a remarkable, synergistic effect on
the survival of injured RGCs. However, intravitreal administration of BDNF at the time of
lens injury completely blocked the ability of RGC axons to regrow past the lesion site.
Moreover, lack of axon regeneration correlated with the formation of hypertrophic axonal
swellings in the proximal optic nerve. Together, our data demonstrate an unexpected,
adverse effect of combining two potent neuroprotective and regenerative strategies in the

injured, mammalian visual system.

I11.3.) EXPERIMENTAL PROCEDURES

I11.3.1.) Intravitreal injections

Animal procedures were in accordance with the guidelines of the Canadian Council
on Animal Care for the use of experimental animals. All surgeries were performed in adult
female Sprague-Dawley rats (180-200 g) under general anesthesia (2% Isoflurane, 0.8
liter/min). Five pl of BDNF recombinant protein (1 pg/ul, Regeneron Pharmaceuticals,
Tarrytown, NY), ciliary neurotrophic factor (CNTF) recombinant protein (1 pg/pl,
PeproTech Inc, Rocky Hill, NJ), or phosphate buffered-saline (PBS) were injected into the
vitreous chamber of the left eye using a 10-ul Hamilton syringe adapted with a 32-gauge
needle. Contralateral eyes or unoperated eyes served as intact controls. The needle tip was
inserted into the superior hemisphere of the eye, at the level of the pars plana, at a 45° angle
through the sclera into the vitreous body. This route of administration avoided retinal
detachment or injury to eye structures, including the lens and the iris, which release factors
that induce RGC regeneration and survival (Leon et al., 2000; Mansour-Robaey et al.,
1994). The injection was performed within 1 min and the needle was kept in place for an
additional period of ~2 min, after which it was gently removed. Surgical glue (Indermill,
Tyco Health Care, Mansfield, MA, USA) was used to seal the site of injection. Intraocular

injections were performed immediately after optic nerve lesion as described below.
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I11.3.2.) Optic nerve axotomy and analysis of neuronal survival

RGCs were backlabeled by application of FluoroGold (2%, Fluorochrome,
Englewood, CO) onto both superior colliculi. One week later, the left optic nerve was
transected at 0.5-1 mm from the optic nerve head avoiding damage to the ophthalmic
artery. At 2 weeks post-lesion, rats were euthanized by intracardial perfusion with 4%
paraformaldehyde. Fundus examination was performed to check the integrity of the retinal
circulation after surgery, and animals showing signs of compromised blood supply were
excluded from the study. The left (injured) retinas and the right (intact control) retinas were
removed, fixed for an additional 30 min and flat-mounted vitreal side up on a glass slide for
examination of the ganglion cell layer. RGCs backfilled with FluoroGold were counted in
12 standard retinal areas as previously described (Cheng et al., 2002; Sapieha et al., 2003).
Microglia and macrophages, that may have incorporated FluoroGold after phagocytosis of
dying RGCs, were excluded from our analysis of neuronal survival based on their
morphology (Raibon et al., 2002) that can be easily identified in retinal whole mounts. In
addition, the identity of these cells has been confirmed by immunostaining with antibodies
against the microglia and macrophage markers isolectin-B4 and ED-1 (Cheng et al., 2002).
Data analysis and statistics were performed using the GraphPad Instat software (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA) by a one-way analysis of variance (ANOVA) test.

I11.3.3.) Optic nerve micro-crush, lens injury and analysis of axonal regeneration

The optic nerve sheath, comprising meninges and dura, was cut to expose the optic
nerve. Then, a complete knot was tied around the nerve using a fine silk suture (10-0), the
nerve was constricted for exactly 60 sec, then the suture was carefully released as described
(Sapieha et al., 2003). Thirteen days after optic nerve injury, 5 ul of 1% cholera toxin
subunit (CTB, List Biological Laboratories, Campbell, CA) was injected into the vitreous
chamber. Twenty-four hrs later (2 weeks post-micro-crush lesion), animals were sacrificed
and the eyes were processed for optic nerve immunostaining as described below. Some
animals received a wound puncture to the lens at the time of micro-crush lesion as
described (Leon et al., 2000). Briefly, a 30-gauge needle was used to puncture the posterior
plane of the lens and the wound was immediately monitored through the cornea. This

procedure led to complete opacification of the lens within the first week after injury.
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Axonal growth was quantified by counting CTB-positive axons that crossed a virtual
line parallel to the lesion site at 250 pm, 500 um and 1 mm past the lesion site in three to
four longitudinal sections of optic nerve per animal as described (Sapieha et al., 2003) .
Sections were chosen in both central and peripheral regions of the optic nerve to quantify
axon growth in the entire nerve. During quantification, the injury site was identified in the
same optic nerve section by dark field microscopy. In addition, the location of the lesion
site was routinely confirmed in the same section or in an immediately adjacent section
using hematoxylin/eosin staining. The thickness of the optic nerve was measured at each
point where axons were counted and this value was used to normalize the number of axons
per mm of nerve width. Statistics were performed using the GraphPad Instat program by

ANOVA.

I11.3.4.) Retina and optic nerve immunohistochemistry

Animals were perfused with 4% paraformaldehyde and the eyes and optic nerves
were rapidly dissected, the cornea and the lens were removed. Tissue was embedded in
optimal cutting temperature (O.C.T.) compound (Tissue-Tek, Miles Laboratories, Elkhart,
IN). Optic nerve (14 pm) or retinal (16 pm) cryosections were collected onto gelatin-coated
slides. Tissue sections were pre-incubated in 5% BSA, 3% normal serum, 0.2% Triton X-
100 (Sigma) in PBS for 30 min at room temperature to block non-specific binding. Primary
antibody incubation was performed in 5% BSA, 3% normal serum, 0.3% Triton X-100 in
PBS overnight at 4°C. Slices were then incubated with the appropriate secondary antibody
for 1 hr at room temperature, and mounted with an anti-fade reagent (SlowFade, Molecular
Probes, Eugene, OR). Primary antibodies were: goat CTf antibody (1:4,000 dilution, List
Biological Labs), monoclonal anti-rat monocytes/macrophages (2.5 pg/ml, Clone EDI,
Chemicon International), monoclonal anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP, 2 pg/ml
Chemicon International, Temecula, CA), chicken anti-human BDNF (2.5 pg/ml, Promega,
Woods Hollow-Road Madison, WI), monoclonal anti-synaptophysin (1:200 dilution, NCL-
SYNAP-299, Novocastra, UK), polyclonal anti-vesicle glutamate transporter 2 (VGlut2,
1:1,000 dilution, Synaptic Systems Gmbh, Géttingen, Germany), monoclonal anti-synaptic
vesicle 2 (SV2, 1:4,000 dilution, Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of
Biological Sciences, University of Iowa, USA), or mouse RT97 antibody (1:200 dilution,
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gift from Dr John N. Wood, University College London, London, UK). Fluorescent
staining was examined using a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss Canada,
Kirkland, QC) and pictures were captured with a CCD video camera (Retiga, Qimaging,
Burnaby, British Columbia) and analysed with Northern Eclipse software (Empix Imaging,
Mississauga, ON).

I11.3.5.) Preparation of recombinant AAV.GFP for visualization of RGC axons

An adeno-associated virus (AAV) serotype 2 containing the green fluorescent
protein (GFP) gene (AAV.GFP) was used to trace RGC axons. AAV.GFP was generated by
inserting a GFP ¢cDNA downstream of the hybrid cytomegalovirus enhancer/chicken 8-
actin promoter in the plasmid pXX-UF12, a derivative of pTR-UF5 (Zolotukhin et al.,
1996). AAV.GFP vector was packaged, concentrated and titered as previously described
(Hauswirth et al., 2000). The number of infectious particles/ml (ip/ml) was determined by
infectious center assay as described (McLaughlin et al., 1988) and was 10" ip/ml for
AAV.GFP. No helper adenovirus or wild-type AAV contamination was detected in these
preparations. AAV-mediated transgene expression reaches a plateau between 3-4 weeks
after administration of the vector into the rodent eye (Ali et al., 1998; Bennet et al., 2000;
Bennett et al., 1997; Cheng et al., 2002), and persists thereafter (Guy et al., 1999). The
reason for delayed onset of AAV-mediated gene expression in vivo is unclear, but may
arise from the need to convert single-stranded viral DNA to a double-strand prior to active
transcription (Ferrari et al., 1996). Therefore, to insure high levels of GFP protein
expression in RGC axons at the time of analysis, AAV.GFP (5 pl = 5 x 107 i.p.) was
injected into the vitreous chamber and subsequent surgical procedures were performed 3
weeks after virus administration (Fig. 2A). GFP labeling was directly examined on retinal
flat-mounts or optic nerve sections at 2 weeks after optic nerve injury (5 weeks following

virus injection).

I11.3.6.) Electron microscopy
Animals were perfused intracardially with 3.5% glutaraldehyde in Sorensen
phosphate buffer (0.067M) and optic nerves were collected. Tissue was then incubated in

2% osmium tetroxide, successively dehydrated in graded solutions of ethanol and
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embedded in epoxy resin (TAAB 812 resin, Marivac, Montreal, QC, Canada). Semi-thin
longitudinal sections (0.5 um-thick) were cut and stained with 1% toluidine blue mixed
with 1% borax. For electron microscopy, 70 nm-thick sections were cut in the central
region of the proximal optic nerve, ~1 mm before the lesion site. Ultrathin sections were
counterstained with 3% uranyl acetate and Reynolds’s lead citrate and visualized with a

Zeiss CEM902 electron microscope.

I11.4.) RESULTS
I11.4.1.) BDNF and lens injury interact synergistically to promote robust RGC
survival in vivo

We compared the independent and combined effects of BDNF and lens injury on
the survival of axotomized RGCs. For this purpose, RGCs were retrogradely labeled with
FluoroGold one week prior to optic nerve transection. BDNF injection and/or lens injury
were performed immediately after axotomy, and the density of surviving neurons was
evaluated at two weeks post-lesion as shown in Fig. 1A.

Experimental groups included animals with optic nerve axotomy that received: i) a
single intraocular injection of BDNF (n=4), ii) a single puncture to the lens (n=4), iii)
combined BDNF injection and lens injury (n=5), or iv) no treatment (uninjected, n=4). As
expected, a single intraocular injection of BDNF (Fig. 1B) or lens injury (Fig. 1C) had
marked, independent effects on RGC survival. Our quantitative analysis showed that a
similar number of RGCs survived with BDNF (971 + 87 RGCs/mm’, mean + S.E.M.) or
lens injury (958 + 66 RGCs/mm?) at two weeks after axotomy (Fig. 1F). These results are
consistent with previous reports on the neuroprotective effect of BDNF (Cheng et al., 2002;
Mansour-Robaey et al., 1994) or lens injury (Fischer et al., 2001; Leon et al., 2000).

We then examined if lens injury combined with a single intravitreal injection of
BDNF protein at the time of axotomy could potentiate RGC survival. This approach led to
a dramatic increase in the density of RGCs after optic nerve injury (Fig. 1D, F). The
combination of BDNF with lens injury protected 71% of the total number of RGCs (1542 +
109 RGCs/mm?) compared to independent administration of BDNF or lens injury, which
promoted only ~44% neuronal survival (ANOVA, ***: p<0.001). These data indicate that

BDNF and lens injury interact synergistically to enhance the survival of axotomized RGCs.
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II1.4.2.) Intravitreal injection of BDNF leads to regeneration failure following lens
injury

To determine if increased neuronal survival correlated with greater axon
regeneration, we used the optic nerve micro-crush model. In this paradigm, while all RGC
axons are axotomized, there is formation of a focal glial scar that facilitates accurate
identification of the injury site and quantification of axon growth (Sapieha et al., 2003).
Importantly, we previously demonstrated that axotomy and micro-crush lesion produce an
identical time-course of RGC death (Sapieha et al., 2003). The experimental protocol used
for these experiments is outlined in Figure 2A.

As expected, lens injury alone stimulated robust RGC axon growth within the distal
optic nerve at two weeks after nerve micro-crush (Fig. 2B), consistent with previous reports
(Fischer et al., 2004a; Leon et al., 2000). Surprisingly, a single intravitreal injection of
BDNF (1 pg/ul) provided at the time of lens injury completely blocked axon regeneration
(Fig. 2C). Intraocular injection of BDNF by itself did not stimulate axon extension into the
distal nerve (Fig. 2D), in agreement with other studies showing lack of regeneration in the
presence of this neurotrophin (Isenmann et al., 2003; Yip and So, 2000). Quantitative
analysis of the number of axons that extended past the lesion site confirmed that RGC axon
growth was arrested by the combination of BDNF with lens injury (Fig 2D).

To establish if the effect of BDNF could be generalized to other growth factors, we
examined the effect of intravitreal injection of ciliary neurotrophic factor (CNTF) on lens
injury-induced regeneration (Fig. 2E). In contrast to BDNF, CNTF did not cause a
significant reduction of axon growth following lens injury (n = 3, Student's t-fest, p = 0.6).
Like BDNF, injection of CNTF alone did not promote axon regeneration within the optic
nerve (Fig. 2E), which is consistent with a previous study showing lack of CNTF-induced
regeneration within the optic nerve (Leon et al., 2000). We used the same source and
concentration of recombinant human CNTF (thCNTF, PreproTech, 1pg/pl) shown to
effectively promote RGC survival in similar models of optic nerve injury (Ji et al., 2004;
Mey and Thanos, 1993; Park et al., 2004; van Adel et al., 2005; van Adel et al., 2003;
Weise et al., 2000; Zhang et al., 2005). Taken together, our data demonstrate that the effect
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of BDNF on lens injury-induced regeneration appears to be specific and may not be

generalized to other neurotrophic factors.

I11.4.3.) BDNF does not alter the macrophage or Miiller cell response induced by lens
injury

To investigate the mechanisms by which BDNF may arrest lens injury-induced axon
growth, we examined the effect of this neurotrophin on cellular responses associated with
damage to the lens. For example, lens injury actively stimulates macrophage infiltration in
the inner retina after optic nerve injury (Leon et al., 2000; Yin et al., 2003). Furthermore,
macrophage-derived proteins have been shown to enhance the regenerative effect of axon
growth promoting factors (Li et al., 2003). We investigated the effect of BDNF on
macrophage infiltration and activation following lens injury by immunohistochemistry
using ED1, an antibody that selectively labels activated rat macrophages (Figs. 3A-F). Only
a small number of ED1-positive cells were visualized in the ganglion cell layer at 3 and 6
days after optic nerve lesion and lens injury (Figs. 3A, 3B). In contrast, substantial
infiltration of active macrophages was seen in the inner retina, including the fiber layer,
ganglion cell layer and inner plexiform layer, at two weeks post-injury (Figs. 3C). In
contrast, Leon et al. (2000) reported a relatively high number of macrophages at 7 days
after injury. This discrepancy may be due to differences between animal strains: we used
adult female Sprague-Dawley rats, whereas Leon et al. used adult male Fisher rats. It is also
possible that the 1-day difference between our observations (6 days post-axotomy) and
those of our colleagues (7 days post-axotomy) contribute to this discrepancy. Importantly, a
single intravitreal injection of BDNF at the time of lesion did not affect macrophage
infiltration or activation at 3, 6 or 14 days after lens injury (Figs 3D-F). We also examined
the optic nerve, including the optic nerve head, for macrophage infiltration after nerve
lesion (Fig. 4). At 3 and 14 days after lens injury, there was massive infiltration of activated
macrophages, visualized by ED1 immunostaining, which accumulated around the site of
nerve injury. At 14 days after lesion, ED-1-positive cells had also infiltrated the distal optic
nerve (Fig. 4C, D). The combination of lens injury with a single injection of BDNF did not

alter the distribution of macrophages in injured nerves.
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Miiller cells, the main glial type in the mammalian retina, play critical roles in the
maintenance and function of retinal neurons. Lens injury has been shown to stimulate
Miiller cell activation after optic nerve injury (Leon et al., 2000), suggesting that Miiller
cells may participate in the regenerative process. To investigate the effect of BDNF on
Miiller cell activation following lens injury, we performed retinal immunostaining using an
antibody against glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Fig. 3G-L). At 3 days after optic
nerve and lens injuries, GFAP labeling was confined to resident astrocytes and Miiller cell
end-feet in the fiber layer (Fig. 3G). At 6 and 14 days post-injury, robust GFAP labeling
was visualized in a large number of Miiller cell radial processes spanning the retina (Figs.
3H, 3I). The Miiller cell response to lens injury was not changed by exogenous BDNF
(Figs. 3J-L). Taken together, these results indicate that BDNF does not alter macrophage or

Miiller cell activation elicited by optic nerve and lens injuries.

I11.4.4.) Growth arrest correlates with hypertrophic axonal swellings in the optic
nerve

To determine if the combination of BDNF with lens injury induced structural
changes in RGC axons that may prevent their ability to regenerate, we used adeno-
associated virus (AAV) serotype 2 carrying the green fluorescent protein (GFP) gene to
visualize fine axon morphology in the optic nerve. We previously demonstrated that ~70%
of adult RGCs can be effectively transduced with AAV serotype 2 (Cheng et al., 2002;
Pernet et al., 2005). Here we show that AAV-mediated GFP is effectively transported, in
anterograde fashion, by RGC axons and can be used to visualize fine axon morphology in
retinal flat mounts (Fig. 5A) and in longitudinal sections of optic nerve (Fig. 5B). Using
this approach, we examined the structure of RGC axon fibers in micro-crushed optic nerves
after lens injury alone or combined with BDNF. Optic nerves from eyes that received only
lens injury showed GFP-positive RGC axons that coursed along the dorsal-ventral plane of
the nerve and had normal morphology (Fig. 6A), similar to that observed in non-treated,
control nerves (Fig. 5B). In contrast, optic nerves from eyes that received combined lens
injury and BDNF injection displayed axons with large, hypertrophic swellings (Fig. 6B).

These structures, which reached up to 30 pm in diameter, were not confined to the terminal
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stump of the transected axons but appeared anywhere along the axon’s trajectory between
the optic nerve head and the lesion site.

To further characterize axonal swellings within the optic nerve, we performed
immunohistochemistry in longitudinal optic nerve sections using an anti-synaptophysin
antibody. We chose synaptophysin, a synaptic vesicle protein (Sudhof and Jahn, 1991), as
marker because it has been previously used successfully to visualize axon enlargements
(Wang et al., 1995). Synaptophysin immunoreactivity was found primarily in axon stumps
near the lesion site following lens injury alone (Fig. 6C), BDNF injection alone or in
untreated, injured nerves (Supplementary Fig. 1). Combined treatment with lens injury and
BDNF, however, led to robust synaptophysin staining in a large number of bulbous
structures or swellings scattered throughout the proximal optic nerve (Fig. 6D). These
dystrophic structures corresponded to axonal swellings as shown by superimposition of
synaptophysin and GFP staining (Fig. 6F). As expected, all synaptophysin-positive
structures were not co-labeled with GFP because AAV.GFP infected only a subpopulation
of RGCs. Visualization of synaptophysin-positive swellings at higher magnification
demonstrated that these structures were integral part of the axon shaft (Figs. 6G-I).

To establish if axonal swellings were also present within the retina, we examined
intraretinal axons between the optic nerve head and RGC bodies. The morphology of
intraretinal axons was visualized on flat-mounted retinas using two methods: neurotracing
with AAV.GFP and immunostaining with an antibody against the 200-kDa-neurofilament
subunit (RT-97), which is abundantly present in RGC axons (Mansour-Robaey et al.,
1994). Our data demonstrate that the combination of BDNF and lens injury did not cause
axonal swelling within the retina (Fig. 7A, B).

Light microscopy analysis of longitudinal sections from nerves treated with lens
injury and BDNF showed that axonal swellings were invariably scattered throughout the
entire proximal segment of the optic nerve (Fig. 8A, B). Electron microscopy analysis
revealed that, in contrast to the normal ultrastructural organization in intact axons, axonal
swellings in dystrophic nerves had massive accumulation of vesicular bodies in their
axolemma (Fig 8C, D). Dystrophic axons conserved an apparently intact myelin sheath

(Fig. 8C) that contained a very high density of vesicles (Fig. 8D). Taken together, our data
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indicate that growth arrest with combined BDNF and lens injury correlates with the

formation of hypertrophic axonal swellings and nerve dystrophy.

I11.5.) DISCUSSION

Strategies aimed at repairing the mature, injured CNS must fulfill the fundamental
requirements of promoting neuronal survival and axon regeneration. We used the adult rat
retinocollicular system to test the effect of combined stimulation of RGC survival and axon
growth by exogenous BDNF and lens injury, respectively. Our data convincingly show that
combination of BDNF and lens injury had synergistic effects on cell survival: 71% of
RGCs remained alive at two weeks after optic nerve injury, a time when ~90% of these
neurons are lost irreversibly in the absence of treatment. The synergistic neuroprotection of
BDNF and lens injury shown here confirmed that these two strategies use distinct pathways
to stimulate RGC survival. The mechanisms involved in BDNF-induced neuroprotection
are relatively well known. For example, BDNF has been shown to activate the extracellular
signal-regulated kinases 1/2 (Erk1/2) and the phosphatidylinositol 3 kinase (Cheng et al.,
2002; Klocker et al., 2000; Nakazawa et al., 2002). Furthermore, we recently demonstrated
that activation of the Erk1/2 pathway by itself was sufficient to mediate robust RGC
protection (Pernet et al., 2005). In contrast, the molecular mechanisms underlying lens
injury-mediated survival or growth are not well understood. It has been proposed that
macrophage-derived (Yin et al., 2003) and lens-derived (Lorber et al., 2002) factors may
participate in increased neuronal survival and regeneration after lens injury. A comparison
of gene expression profile of RGCs subjected to axotomy alone or axotomy plus lens injury
revealed a list of candidate transcription and growth factors that may play a role in neuronal
survival or regeneration induced by lens injury (Fischer et al., 2004b). Proteins such as
SOCS-3, sphingosine kinase 1, and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1), which
are selectively upregulated following lens injury, are likely to enhance cell viability (Edsall
et al., 1997; La Fleur et al., 1996; Raghavendra Rao et al., 2002). Although the precise
contribution of these molecules to RGC survival remains to be elucidated, it is possible that
they interact synergistically with survival molecules downstream of BDNF, such as Erk1/2
(Pernet et al., 2005), to promote the robust neuronal survival produced by lens injury and

exogenous BDNF.
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We also report the unexpected finding that combination of BDNF and lens injury
failed to enhance RGC axon regeneration. Our results show that BDNF did not alter the
macrophage or glial cell response in the retina and in the optic nerve after lens injury,
supporting the conclusion that these cells do not play a role in regenerative failure. The
effect of BDNF on axon growth arrest appeared to be specific to this neurotrophin, as
CNTF did not cause a significant reduction of lens injury-induced regeneration. CNTF has
been previously shown to enhance RGC survival and axon regeneration within a peripheral
nerve graft (Cui and Harvey, 2000), but uses signaling pathways different from those
activated by BDNF (Park et al., 2004; Peterson et al., 2000). For example, while BDNF
promotes RGC survival mainly via the Erk1/2 pathway (Cheng et al., 2002; Pernet et al.,
2005), CNTF promotes RGC survival and regeneration via protein kinase A and Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription 3 (JAK/STAT3) (Ji et al., 2004; Park
et al., 2004). Thus, it is possible that signaling components downstream of BDNF
overcome those activated by lens injury leading to growth arrest. Another possibility is that
BDNF sends a stop signal to RGC growth cones in the injured optic nerve. For example,
BDNF has been shown to increase nitric oxide (NO) production in RGC axons in vivo
(Klocker et al., 1999; Zhang et al., 2005). Moreover, combined exposure to NO and BDNF,
but not either factor alone, has been shown to stabilize developing RGC growth cones
inhibiting axon extension in vitro (Ernst et al., 2000; Gallo et al., 2002). Thus, rapid
transport of BDNF and NO to RGC axon stumps (Caleo et al., 2000) may overly stabilize
growth cones at the lesion site leading to regenerative failure following lens injury.

Importantly, we demonstrate that combination of BDNF and lens injury led to the
formation of large, hypertrophic axonal swellings in the proximal injured optic nerve.
Given that the structural integrity of the axon is an indispensable requisite for regeneration,
it is also possible that axonal swellings caused by combined BDNF and lens injury hinder
RGC axon growth. Using AAV vectors containing GFP, we demonstrate that axonal
swellings were not exclusively located at the distal ends of the transected RGC axons, but
they were found anywhere along the axon’s trajectory between the optic nerve head and the
lesion site. Swellings in dystrophic RGC axons were immunopositive for synaptophysin but
also for other markers of synaptic vesicle proteins, such as vesicle glutamate transporter 2

(VGlut2) and synaptic vesicle 2 (SV2) (Supplementary Fig. 2), indicative of abnormal
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accumulation of synaptic vesicles in certain domains along the axon. Interestingly,
swellings were not found in intraretinal axons between the optic nerve head and RGC cell
bodies, indicating that axonal dystrophy does not occur close to RGC bodies, but only in
the myelinated segment of the axon within the optic nerve.

Electron microscopy analysis confirmed that swellings were filled with a large
number of vesicular bodies, disorganized neurofilaments and degenerating organelles.
Thus, it is likely that regeneration failure in this situation results from disruption of axonal
transport. The occlusion of the axolemma by vesicular material hinders the normal
transport of cytoskeletal proteins, such as tubulin and neurofilaments, which are required
for axon extension. In the optic nerve, interruption of slow axonal transport after lesion is
resumed during RGC axon regeneration into peripheral nerve grafts (McKerracher et al.,
1990a; McKerracher et al., 1990b). Exogenous BDNF injected into the optic tectum of
chick embryos greatly increased the density of vesicles in retinotectal synapses (Liu et al.,
2003). This finding suggests that BDNF may contribute to axon occlusion by stimulating
vesicle production in RGCs. Of interest, the formation of large axonal swellings in an
experimental model of amyotrophic lateral sclerosis is caused by the selective impairment
of slow axonal transport, while fast axonal transport is preserved (Griffin et al., 1978).

Axonal swellings are characteristic of axon pathology in many neurodegenerative
diseases including multiple sclerosis (Trapp et al., 1998), amyotrophic lateral sclerosis
(Delisle and Carpenter, 1984), Alzheimer’s disease (Brendza et al., 2003), Parkinson’s
disease (Galvin et al., 1999), stroke (Dewar et al., 1999) and traumatic brain injury (Cheng
and Povlishock, 1988). Importantly, significant swelling of RGC axons, filled with vesicles
and mitochondria, has been observed in human glaucomatous optic nerves (Quigley, 1981)
and in experimental models of glaucoma (Morrison et al., 1997), a disease caused by the
selective death of RGCs. Although the origin of axonal swellings in CNS disease is poorly
understood, a recent study suggests that common mechanisms may underlie the
development of axonal swellings in seemingly disparate CNS disorders (Mi et al., 2005).
Combined BDNF with lens injury may provide a useful model to address questions related
to the origin of RGC axonal swellings in degenerative diseases of the optic nerve.

In summary, our data demonstrate that combined BDNF and lens injury promote

robust survival of axotomized RGCs, but lead to marked optic nerve dystrophy. A better
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understanding of the mechanisms that lead to axonal dystrophy appears to be essential to

prevent degeneration and promote nerve repair.
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Figure 1. BDNF and lens injury have synergistic effects on RGC survival.

(A) Outline of the experimental protocol used to test the effect of combined BDNF and lens
injury (LI) on RGC survival. RGCs were labeled with FluoroGold one week prior to optic
nerve transection. BDNF injection and/or lens injury were performed immediately after
axotomy, and the density of surviving neurons was evaluated at two weeks post-lesion as
shown. (B-E) Representative images of flat-mounted retinas showing FluoroGold-labeled
RGCs following intravitreal administration of BDNF protein (B), LI (C), combined BDNF
and LI (D), or no treatment (E) at two weeks after axotomy. Microglia that may have
incorporated FluoroGold after phagocytosis of dying RGCs were distinguished by their
morphology and excluded from our quantitative analyses. Scale bar: 100 pm. (F)
Quantitative analysis of RGC survival following intravitreal injection of BDNF
recombinant protein (hatched bars), LI (gray bars) or combined BDNF and LI (solid bars)
at 2 weeks after axotomy (n= 4-15 rats per group). The densities of RGCs in intact,
untreated retinas (open bar) and axotomized, untreated retinas (stippled bar) are shown as
reference. The synergistic effect of BDNF and LI on RGC survival was significantly larger
than independent administration of BDNF or LI (ANOVA, ***: p <0.001).
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Figure 2. Intravitreal injection of BDNF, but not CNTF, strongly decreases the
number of regenerating axons induced by lens injury.

(A) Outline of the experimental protocol used to examine the effect of combined BDNF
and lens injury (LI) on RGC axon regeneration. Micro-crush lesion (MC) of the optic nerve
was immediately followed by intraocular (I0) injection of BDNF and/or LI. Thirteen days
after injury, RGC axons were anterogradely labeled by 10 injection of the anterograde
tracer cholera toxin B subunit (CTP) and 24 hrs later (2 weeks post-lesion), animals were
sacrificed and the optic nerves processed for analysis of axon growth. Representative optic
nerve sections stained with an antibody against CTB demonstrate that lens injury stimulated
robust regrowth of injured RGC axons past the lesion site (indicated with asterisks) (B),
while very few fibers crossed into the distal nerve with combined LI and intravitreal
injection of BDNF (C). (D) Quantitative analysis of RGC axon growth demonstrated that
intravitreal injection of BDNF combined with lens injury (LI) (solid bars, n = 6) strongly
reduced axon regeneration stimulated by LI alone (gray bars, n = 5) to a level similar to that
seen with BDNF alone (hatched bars, n = 6) at 250 um, 500 pm and 1000 pm past the
lesion site (ANOVA, **: p <0.01). (E) In contrast to BDNF, intravitreal injection of CNTF
(n = 3) did not cause a significant reduction of LI-induced regeneration at 250 pm past the
lesion site (Student's t-fest, p = 0.6). Similar to BDNF, administration of CNTF did not

promote axon regeneration (n = 4). Scale bars: 250 pm.
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Figure 3. BDNF does not alter the macrophage or Miiller cell response induced by
lens injury.

(A-F) The effect of BDNF and/or lens injury (LI) on macrophage infiltration and activation
after optic nerve lesion was investigated by ED1 immunohistochemistry on retinal sections.
(A) Few active macrophages were found within the retina at 3 days after lens and optic
nerve injury. (B and C) Macrophage infiltration in the retina, particularly in the ganglion
cell layer (GCL), markedly increased between 6 and 14 days after LI. (D-F) A single
intraocular injection of BDNF at the time of LI did not change the number of infiltrating
macrophages at 3, 6 or 14 days after optic nerve lesion. (G-L) The response of Miiller glial
cells to LI was examined using an anti-GFAP antibody. GFAP staining in Miiller cells was
low at 3 days post-LI (G), but increased dramatically at 6 (H) and 14 (I) days after LI. The
pattern of robust GFAP staining in Miiller cells at 6 and 14 days after LI did not change
with exogenous BDNF administration (J-L). ONL: outer nuclear layer; INL: inner nuclear
layer; IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer; FL: fibre layer. Scale bar: A
and B= 100um.
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Figure 4. BDNF does not alter macrophage activation and infiltration in the optic
nerve.

Activated macrophages were visualized using the antibody ED1 in optic nerve sections at 3
days (A, B) and 14 days (C, D) after optic nerve lesion. Following lens and optic nerve
injury, ED1-positive cells massively invaded the area around the lesion site (arrows). A
single intraocular injection of BDNF did not change activation and infiltration of

macrophages at 3 or 14 days after optic nerve lesion. Scale bars: A-D =500 pm.
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Figure 5. Visualization of RGC axon morphology in the retina and optic nerve by
green fluorescent protein (GFP) gene transfer.

The time required for AAV-mediated transgene expression to reach a plateau in the adult
rat retina is ~3-4 weeks. Thus, AAV.GFP was injected into the vitreous chamber and
subsequent surgical procedures were performed 3 weeks after virus administration. GFP
labeling was directly examined on retinal flat-mounts or optic nerve sections at 2 weeks
after optic nerve injury, the equivalent of 5 weeks following virus injection. GFP-positive
RGC axons were clearly seen converging at the optic disk in whole-mounted retinas (A)

and along fascicles in optic nerve longitudinal sections (B). Scale bars: A-B=200 um.
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Figure 6. Growth arrest correlates with hypertrophic axonal swellings in the optic
nerve.

Optic nerves from eyes that received only lens injury showed GFP-positive RGC axons that
coursed along the dorsal-ventral plane of the nerve and had normal morphology (A), while
optic nerves from eyes that received combined lens injury and BDNF injection displayed
axons with large, hypertrophic swellings (B). Following lens injury alone, synaptophysin
immunoreactivity was found primarily in axon stumps near the lesion site (C), while
combined lens injury and BDNF led to robust synaptophysin staining in a large number of
swellings in the proximal optic nerve (D). The superimposition of synaptophysin and GFP
staining (arrows, E and F) confirmed that these structures corresponded to axonal swellings.
Lesion site is shown with asterisk. Higher magnification images of synaptophysin-positive
swellings clearly show that these structures are an integral part of the axon shaft (G-I).
Scale bars: A-F= 100um; G-I= 25um.
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Figure 7. Hypertrophic swellings are not present in intraretinal axons.

The morphology of intraretinal axons, near RGC bodies, was visualized on flat-mounted
retinas using two methods: neurotracing with AAV.GFP (A) and immunostaining with an
antibody against the 200-kDa-neurofilament subunit (RT-97), which is abundantly present
in RGC axons (B). Our data show that the combination of BDNF and lens injury did not

produce axonal swellings within the retina. Scale bars: A and B= 100 pm.
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Figure 8. Structural analysis of RGC axonal swellings induced by combined BDNF
and lens injury.

Light microscopy analysis of longitudinal sections from intact nerves (A) or after treatment
with BDNF and lens injury (LI) (B). Axonal swellings caused by BDNF plus LI were found
distributed throughout the entire proximal segment of the optic nerve. Electron microscopy
analysis revealed that, in contrast to the normal ultrastructural organization in intact axons,
swellings in dystrophic optic nerves had massive accumulation of vesicular bodies in their
axolemma (C, D). Dystrophic axons conserved an apparently intact myelin sheath (C) that
contained a very high density of vesicles (D). Scale bars: A, B =25 pm; C=5pm; D=2.5

pm.
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Supplementary Figure 1. Synaptophysin staining in injured, control optic nerves.

Endogenous levels of synaptophysin in untreated (A) or BDNF-injected (B) injured optic
nerves are low at two weeks after lesion, and similar to those observed after lens injury (LI)
alone (Fig. 7C) Large synaptophysin-positive axonal swellings present in the BDNF plus LI

group are not apparent in untreated or BDNF only control groups. Scale bars: 100pum.
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Supplementary Figure 2. Axonal swellings induced by combined BDNF and lens
injury are positive for other synaptic vesicle markers.

Antibodies against the synaptic vesicle markers 2 (SV2) and the vesicle glutamate
transporter 2 (VGIuT2) were used on optic nerve longitudinal sections from eyes treated
with combined BDNF and lens injury (LI). Following lens injury alone, SV2 (A) or
VGIuT2 (C) immunoreactivity was found primarily in axon stumps near the lesion site. In
contrast, SV2 or VGluT2-positive swellings appeared scattered in injured optic nerves
following BDNF and lens injury (B and D). Lesion site is shown with arrows. Scale bars:

A-D= 200 pm.
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IV.1.) Abstract

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor blockers can promote neuroprotection after brain
injury or ischemia. Polyamines such as spermine and putrescine appear to be natural co-
activators of NMDA receptor (NMDAR) but their role in NMDA-mediated excitotoxic cell
death remains ill known in adult neurons. In addition, polyamine synthesis has been
recently shown to be regulated by BDNF-mediated arginase I expression in neurons.
However, it is not clear whether the BDNF/arginase I/polyamines cascade can regulate
excitotoxic neuronal death in vivo. In this study, we examined: 1) if polyamines are
endogenously expressed in the adult retina and can be modulated by BDNF or NMDA
stimulation, and 2) the role of BDNF and polyamines in NMDA-induced neuronal
excitotoxicity in vivo. Here, we show that arginase I, the rate-limiting enzyme for
polyamine synthesis, is abundantly expressed by retinal ganglion cells (RGCs) indicating
that polyamines are endogenously produced in the adult, intact retina. We found that BDNF
stimulation did not influence arginase I expression in the adult retina contrary to what has
been previously reported in immature neurones in vitro. In addition, BDNF injection did
not change RGC survival after NMDA injection. However, arginase I increased in Miiller
glial cells after the NMDA injection, suggesting that polyamines may be secreted by glial
cells during excitotoxicity and thus exert paracrine effects on RGCs. Importantly, our data
demonstrate that spermine or putrescine polyamine co-administration exacerbated NMDA
toxicity, while intravitreal injection of di-fluoro-methyl-ornithine (DFMO), a polyamine
synthesis blocker, markedly increased RGC survival. The blockade of polyamine binding to
NMDAR with the pharmacological antagonist ifenprodil was less protective against
NMDA-induced excitotoxicity than inhibition of polyamine synthesis with DFMO. This
suggests that polyamines exacerbate excitotoxicity by other molecular mechanisms. In
summary, our study suggests that, in contrast to BDNF, DFMO could be used as a

neuroprotectant for adult RGCs in degenerative processes involving NMDA excitotoxicity.
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1V.2.) Introduction

Glutamate excitotoxicity is thought to mediate neuronal death after brain stroke,
cerebral ischemia or nerve lesion (Lipton and Rosenberg, 1994). Among ionotropic
channels, the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor plays a particularly important role in
the process of glutamate toxicity. Activation of NMDA receptors (NMDAR) via its
selective agonist, NMDA, induces marked neuronal cell death in the retina (Lipton, 2003).
NMDAR is composed of several regulatory domains that modulate channel opening in the
presence of NMDA or glutamate agonists. Excitotoxic damage mediated by NMDAR can
be completely blocked by NMDA antagonists such as MK-801 (Kashii et al., 1994;
Kikuchi et al., 1995). However, in normal physiological conditions NMDAR plays an
important role in the neuronal transmission between healthy neurons. Full blockade of
NMDAR with non-competitive antagonists has been proposed to elicit various neurological
problems and is therefore not suitable for clinical applications (Krystal et al., 1994; Jentsch
and Roth, 1999; Tsukada et al., 2005). Thus, there is a medical need for therapeutic
treatments that maintain the normal activity of NMDAR in neurons and, at the same time,
prevent NMDAR overstimulation that cause excitotoxic damage. This point of equilibrium
may be achieved by using partial or moderate blockers of the NMDAR.

Polyamines are arginine-derived regulators of NMDAR. The amino acid arginine is
transformed by the rate-limiting enzyme arginase I into ornithine and urea (Fig. 1). In turn,
ornithine decarboxylase changes ornithine into putrescine which is the substrate for the
other polyamines spermidine and spermine. Polyamines have been implicated in cerebral
damage. For example, after trauma or ischemia, polyamine synthesis is highly upregulated
in the brain (Paschen et al., 1988; Shohami et al., 1992). Several studies suggested that
polyamine synthesis blocker such as di-fluoro-methyl-ornithine (DFMO) decreased
cerebral damage induced by NMDA injection (Markwell et al., 1990; Porcella et al., 1991).
At the molecular scale, polyamines possess specific binding sites on NMDAR, conferring
them a direct regulatory role on NMDA receptor activation (Williams, 1997). However,
previous studies did not exactly evaluate the extent of neuroprotection provided by
polyamine blockers in the CNS (Markwell et al., 1990; Kish et al., 1991; Porcella et al.,
1991). Moreover, the importance of the polyamine binding site on NMDAR in the

mechanisms of NMDA-induced neuronal death is not clear in vivo.
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It has been previously reported that BDNF controls polyamine synthesis in CNS
neurons by upregulating arginase I expression (Cai et al., 1999; Gao et al., 2003). In these
studies, BDNF stimulated neurite outgrowth by the cAMP/CREB/Arginase 1/polyamine
pathway in immature neurons in vitro. However, this pathway has not been investigated in
adult neurons in vivo and its involvement in neuronal survival has not been tested yet. In
addition, BDNF is a powerful survival factor for axotomised RGCs (Mansour-Robaey et
al., 1994; Cheng et al., 2002) but little is known on its potential to protect neurons against
excitotoxic insult.

In the present study, we investigated the role of BDNF and polyamines on NMDA-
induced excitotoxicity of adult retinal ganglion cells (RGCs) in vivo. RGCs are sensitive to
glutamate/NMDA excitotoxicity and can be easily stimulated by intravitreal injection of
NMDA (Siliprandi et al., 1992; Kikuchi et al., 2000). This model of excitotoxicity is
relevant to investigate cell death mechanisms involving NMDA receptor activation in the
CNS. In addition, during development, previous studies suggested that polyamine synthesis
blockers may be neuroprotective against NMDA toxicity in the retina (Trout et al., 1993;
Ientile et al., 1999). Adult retinal cells also produce polyamine molecules, albeit at lower
levels (Withrow et al., 2002).

In this study, we tested the hypothesis that BDNF and polyamines may regulate
NMDA-induced neuronal cell death in vivo. We found that BDNF did not modify arginase
I expression in the adult retina and had no effect on RGC survival after NMDA excitotoxic
stimulation. In contrast, co-injection of polyamines, putrescine or spermine, along with
NMDA increased cell death by ~29% and ~20% respectively, while decreasing endogenous
polyamines with the polyamine synthesis blocker, DFMO, increased RGC survival by
~105%. Our data revealed that polyamines are important modulators of excitotoxic cell
death in the retina. Our results indicate that polyamines participate in the pathological

events associated with NMDAR activation in the CNS.

IV.3.) Experimental Methods

IV.3.1.) Surgical procedures
Animal procedures were in accordance with the guidelines of the Canadian Council

on Animal Care for the use of experimental animals (http://www.ccac.ca/). All surgeries
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were performed in adult female Sprague-Dawley rats (180-200 g) under general anaesthesia
(2% Isoflurane, 0.8 liter/min).

RGCs were labeled by application of the retrograde tracer FluoroGold (2%,
Fluorochrome, Englewood, CO) onto both superior colliculi as described by us (Cheng et
al., 2002; Sapieha et al., 2003a; Pernet et al., 2005). One week later, the time required to
label all RGCs, animals received a single intraocular injection of NMDA, polyamines or
inhibitors as described below. Five pl of N-Methyl-D-Aspartate (NMDA, 5 mM, Sigma,
Oakville, ON, Canada) or phosphate buffered-saline (PBS) were injected into the vitreous
chamber of the left eye using a 10-pl Hamilton syringe adapted with a 32-gauge needle.
The needle tip was inserted into the superior hemisphere of the eye at a 45° angle through
the sclera into the vitreous body. This route of injection avoided injury to eye structures,
such as the lens and the iris, which release factors that induce regeneration and survival of
RGCs (Mansour-Robaey et al., 1994; Leon et al., 2000). The injection was performed
within 1 min and the needle was kept in place for an additional period of ~2 min, after
which it was gently removed. Surgical glue (Indermill, Tyco Health Care, Mansfield, MA,
USA) was used to seal the site of injection. Fundus examination was performed to check
the integrity of the retinal circulation after surgery and animals showing signs of
compromised blood supply were excluded from the study.

The effect of BDNF on RGC survival was tested by injecting intraocularly this
neurotrophin (5 pg) 24 hrs before NMDA injection (n=8). Control animals received saline
24 hrs prior to NMDA administration (n=3). In some animals, the polyamines putrescine
(10 mM, Sigma, Oakville, ON, Canada) or spermine (0.1 mM, Calbiochem) were co-
injected alone (n=3) or in combination with NMDA (putrescine, n=5; spermine, n=3). At
this concentration, putrescine was previously shown to co-activate Ca®* influx in embryonic
retinal cell in vifro in presence of NMDA and was not toxic by itself (Trout et al., 1993). In
addition, spermine was used at a much lower concentration than putrescine because of its
higher affinity for extracellular polyamine binding site on NMDAR, and for other ionic
channels (Williams, 1997; Sharif et al., 1999). In some experiments, injection of Di-Fluoro-
Methyl-Ornithine (DFMO, 10 mM, n=6; 100 mM, n=6; Sigma, Oakville, ON, Canada) was
performed 24 hrs before NMDA treatment to inhibit the polyamine synthesis enzyme

ornithine decarboxylase. At these doses, DFMO was previously shown to efficiently inhibit



137

ornithine decarboxylase in vitro and was not toxic for neurons (Markwell et al., 1990; Trout
et al., 1993; lentile et al., 1999; Withrow, et al., 2002). Polyamine binding sites on the
NMDAR were blocked with ifenprodil (2 mM, n=4; Sigma, Oakville, ON, Canada) or
NMDAR was blocked with the non-competitive antagonist MK-801 (1 mM, n=3; Sigma,
Oakville, ON, Canada) administered at the same time as NMDA. Contralateral eyes or

unoperated eyes served as intact controls (n=15).

1V.3.2.) Quantification of neuronal survival

Three hrs to 7 days after NMDA injection, rats were euthanized and perfused
intracardially with 4% paraformaldehyde. The left, injured retinas and the right, intact
(control) retinas were removed, fixed for an additional 30 min and flat-mounted vitreal side
up on a glass slide for examination of the ganglion cell layer. RGCs backfilled with
FluoroGold were counted in 12 standard retinal areas as previously described by us (Cheng
et al., 2002; Sapieha et al., 2003b). Data analysis and statistics were performed using the
GraphPad Instat software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) by a one-way analysis
of variance (ANOVA) test.

IV.3.3.) Retina immunohistochemistry

Animals were perfused with 4% paraformaldehyde and the eyes were rapidly
dissected out. The cornea and the lens were removed, and the eye cup was incubated in the
same fixative for 2 hrs at 4°C. Tissue was incubated in 30% sucrose overnight, and then
frozen in optimal cutting temperature (O.C.T.) compound (Tissue-Tek, Miles Laboratories,
Elkhart, IN). Retinal cryosections (16 pm) were collected onto gelatin-coated slides and
then pre-incubated in 5% BSA, 3% normal serum, 0.2% Triton X-100 (Sigma) in PBS for
30 min at room temperature to block nonspecific binding. Primary antibody incubation was
performed in 5% BSA, 3% normal serum, 0.3% Triton X-100 in PBS overnight at 4°C.
Retinal sections were then incubated with the appropriate secondary antibody for 1 hr at
room temperature, and mounted with an anti-fade reagent (SlowFade, Molecular Probes,
Eugene, OR). Primary antibodies were: monoclonal anti-arginase I antibody (0.25ug/ml,
BD Biosciences) and anti-cellular retinaldehyde-binding protein (anti-CRALBP, 1/1000,
gift from Dr J. C. Saari, University of Washington, Seattle, WA). Fluorescent staining was
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examined using a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope (Carl Zeiss Canada, Kirkland, QC)
and pictures were captured with a CCD video camera (Retiga, Qimaging, Burnaby, British
Columbia) and analysed with Northern Eclipse software (Empix Imaging, Mississauga,

ON).

IV.3.4.) Western blot analysis

Retinas were quickly extracted and homogenized with an electric pestle (Kontes,
Vineland, NJ) in lysis buffer (20 mM Tris, pH 8.0, 135 mM NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS
and 10% glycerol supplemented with protease inhibitors) at 4 °C. Retinal lysates were
incubated for 30 min on ice prior to centrifugation at 18,000 X g for 5 min and the
supernatant was collected. The protein concentration of retinal extracts was determined by
the Lowry method (Bio-Rad Life Science, Mississauga, Ontario, Canada). Samples (100 pg
of protein) were separated by electrophoresis on 10% SDS polyacrylamide gels and
transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad Life Science, Mississauga, Ontario,
Canada). Protein samples (1ug) from liver homogenate was used as positive control for
detection of arginase 1. Non-specific binding was blocked by incubation of blots in 10 mM
Tris (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.2% Tween 20 (TBST), and 5% lyophilized skim milk for
1h at room temperature. Monoclonal arginase I antibody (0.25 pg/ml, BD Biosciences) was
added to blots, followed by incubation with anti-mouse peroxidase-linked secondary
antibody (0.5 pg/ml, Amersham Pharmacia, Baie d’Urfé, QC). Protein signals were
detected using a chemiluminescence reagent (ECL, Amersham Biosciences) followed by

exposure of blots to X-OMAT (Kodak) imaging films.

IV.4.) Results
1V.4.1.) NMDA promotes rapid RGC loss in vivo.

We first established the time-course of RGC cell death after excitotoxic stimulation
with NMDA in vivo. For this purpose, RGCs were backlabeled with FluoroGold (FG), and
5 mM of NMDA was injected into the vitreous chamber, quantification of surviving RGCs
was performed on whole-mounted retinas. RGC cell death began 6 hrs after NMDA
injection and markedly increased at 12 hrs post-injection. Most RGCs were lost by 3 days

post-injection and only 22% of RGCs remained alive at this time point (Fig. 2). Cell death
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did not increase significantly between 3 days (22% RGCs) and 7 days (19% RGCs) post-
injection. The cell death kinetic that we report using 5 mM of NMDA is consistent with
previous reports (Manabe and Lipton, 2003). Based on our data, we chose to continue our

analysis at 3 days after NMDA injection to test the effect of polyamines on excitotoxic

RGC death.

I1V.4.2.) RGCs and Miiller glia express arginase I in intact and NMDA-treated retinas.

Changes in the expression of arginase I, the rate limiting enzyme for polyamine
synthesis, has been well correlated with changing polyamine levels in neurons (Cai et al.,
2002). Thus, we examined the endogenous expression of arginase 1 by
immunohistochemistry using intact and NMDA-treated retinas. In intact, saline-injected
retinas, arginase I was detected in the inner nuclear layer (INL) and in the ganglion cell
layer (GCL) (Fig. 3A-C). In the GCL, FluoroGold-positive cells (Fig. 3D) were found to
contain arginase I labeling (Fig. 3E), indicating that RGCs express this enzyme (Fig. 3F).
This is consistent with previous immunodetection of polyamines reported in RGCs
(Withrow et al., 2002). As early as 6 hrs after NMDA injection, there was visible reduction
of the thickness of the inner retina (INL, IPL, GCL) as a result of the toxic effects of
NMDA (Fig. 3B). Twenty-four hrs after NMDA injection, arginase I signal was stronger in
the INL and appeared in radial processes characteristic of Miiller cells (Fig. 3C). To
confirm that Miiller cells expressed arginase I, we used an antibody against cellular
retinaldehyde-binding protein (CRALBP), a Miiller specific marker (Fig. 3G). The
superimposition of CRALBP and arginase I (Fig. 3H) immunostaining revealed that Miiller
cell bodies and processes upregulated arginase I 24 hrs after NMDA injection (Fig. 31I).
Taken together, these data showed that arginase I expression in RGCs is not regulated by

NMDA injection, but is increased in Miiller cells in response to NMDA excitotoxicity.

I1V.4.3.) BDNF does not regulate arginase I levels in the adult retina.

Recent studies showed that BDNF can increase polyamine concentration in CNS
neurons by upregulating arginase I expression (Cai et al., 1999; Gao et al., 2003). BDNF is
a potent survival factor for adult, injured RGCs (Mansour-Robaey et al., 1994; Cheng et al.,
2002), thus we tested the hypothesis that BDNF may influence RGC survival by
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upregulating arginase I. Changes in arginase I protein expression were examined by
western blot analysis 6 hrs after NMDA injections, when RGC loss was first detected (Fig.
2). Arginase I slightly decreased 6 hrs after NMDA injection. After BDNF stimulation, the
level of arginase I did not seem much affected with or without NMDA administration.
These results indicate that BDNF does not affect the retinal level of arginase I under normal
or excitotoxic conditions.

We also examined the effect of BDNF on NMDA-induced RGC death (Fig. 4B). BDNF did
not increase RGC survival at 3 days after NMDA injection compared with NMDA
treatment alone. Our results show that BDNF does not regulate arginase I expression in the

retina and does not stimulate RGC survival in NMDA-induced excitotoxicity.

IV.4.4.) Polyamines potentiate NMDA-induced RGC death.

In order to study the role of polyamines on NMDA-induced RGC death, we
performed two sets of experiments. A group of animals received a single intraocular
injection of ornithine decarboxylase inhibitor, DFMO, 24 hrs before NMDA injection.
Another group received a cocktail of NMDA and putrescine or spermine in the vitreous
chamber (Fig. 1). RGC survival was examined 3 days after each treatment. RGC density
was markedly higher in retinas treated with DFMO, and the overall morphology of these
neurons was better preserved in the presence of this inhibitor (Fig. 5B). DFMO injection
increased RGC survival by 105% and 75% when added at a concentration of 10 mM and
100 mM, respectively, following NMDA damage (Fig. 6A). On flat-mounted retinas, RGC
densities were much reduced when putrescine (Fig. 5C) or spermine (Fig. 5D) were co-
administered with NMDA than after NMDA treatment alone (Fig. 5A). In contrast,
putrescine or spermine worsened the cytotoxic effect of NMDA, decreasing RGC survival
by 29% and 20%, respectively, relative to eyes treated with NMDA only (Fig. 6B).
Importantly, intraocular injection of polyamines or DFMO by themselves did not affect
RGC survival, suggesting that polyamines are regulators of NMDA excitotoxicity (Fig.
6C). Together, these results demonstrate that polyamines exacerbate NMDA-induced RGC

death in vivo.



141

IV.4.5.) Polyamines increase RGC death by binding to NMDAR.

To test the hypothesis that polyamines bind to NMDA receptor (NMDAR) leading
to potentiation of excitotoxicity, we selectively blocked specifically the polyamine binding
sites on NMDAR by using ifenprodil. The simultaneous administration of ifenprodil and
NMDA increased RGC survival by 44% compared to NMDA treatment alone (Fig. 7). To
better appreciate the effects of ifenprodil on NMDA receptors, we used the non-competitive
inhibitor of NMDAR, MK-801, which is a complete blocker of NMDAR (Sun et al., 2001).
Consistent with this previous report, we found that MK-801 exerted a strong
neuroprotective effect, enhancing RGC survival by 323% compared to the untreated group.
Of interest, the neuroprotective effect of ifenprodil was less than that of DFMO. This
finding suggests that in addition to interacting with NMDAR, polyamines may contribute to

excitotoxic cell death by alternative mechanisms that are independent of NMDAR binding.

IV.5.) Discussion

In the present study, we tested the hypothesis that polyamines could regulate
NMDA-induced excitotoxicity of adult RGCs in vivo. Arginase I, the rate limiting enzyme
for polyamine synthesis, was present in adult RGCs, suggesting that polyamines are
endogenously produced in these neurons. Inhibiting the endogenous polyamines synthesis
with DFMO markedly protected RGCs from NMDA toxicity. Inversely, putrescine and
spermine polyamine administration exacerbated NMDA-induced cell death. In the absence
of NMDA, putrescine or spermine did not affect RGCs survival but worsened RGC cell
death when they were co-administered with NMDA. This is consistent with previous
studies showing that polyamines are not toxic by themselves for embryonic retinal cells
(Ientile et al., 1999). Polyamines appear, therefore, to be modulators of NMDA
excitotoxicity rather than inducers of adult RGC death.

DFMO is a potent inhibitor of ornithine decarboxylase catalyzing the transformation
of ornithine into putrescine. Consistently, previous studies showed that administration of
DFMO prevented the elevation of polyamine concentration and strongly decreased the
extent of brain damage after ischemia and contusion (Kish et al., 1991; Shohami et al.,

1992; Zoli et al., 1993). However, by immunohistochemistry we were not able to detect
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arginase I upregulation in RGC neurons after NMDA injection, suggesting that polyamine
production is not enhanced in RGCs during excitotoxicity (Fig. 3). Interestingly, Miiller
glial cells upregulated arginase I 24 hrs after NMDA injection. The synthesis of polyamine
in Miiller cells is consistent with previous report showing the presence of spermine and
spermidine in Miiller cells in culture (Biedermann et al., 1998). Athough polyamines are
polycationic molecules, they can be secreted and taken up through cellular membrane
transporters which are ubiquitously present in cells (Seiler et al., 1996). The release of
polyamines by Miiller cells may thus influence RGC cell death during excitotoxicity.
Polyamine upregulation in Miiller cells may represent a mechanism modulating RGC cell

death in neuropathological processes such as retinal ischemia or glaucoma.

In order to elucidate the mode of action of polyamines in NMDA damage, we used
ifenprodil, a blocker of polyamine binding sitte on NMDAR. We found that ifenprodil
increased survival after NMDA injection. However, the inhibition of polyamine synthesis
with DFMO was more neuroprotective than the inhibition of polyamine binding to
NMDAR. This finding strongly suggests that, in addition to binding NMDAR, polyamines
exacerbate toxicity by other molecular mechanisms. In contrast, previous studies using
embryonic retinal cells showed that ifenprodil was equally protective as MK-801 against
glutamate/NMDA excitotoxicity, suggesting that excitotoxicity is mostly mediated by
polyamine binding to NMDAR (Zhang et al., 2000). It has also been reported that the
extent of NMDA damage is more severe in adult than in immature retinas (Izumi et al.,
1995). The difference between immature and adult retinas is unlikely due to developmental
changes in the expression of NR2B subunit containing the high affinity binding sites for
polyamines and ifenprodil. In RGCs, the expression of NR2B was not found to change
during postnatal development and ifenprodil similarly blocked NMDA receptor ionic
currents in developing and adult RGCs (Guenther et al., 2004). The role of polyamines and
of their binding site on NMDAR seems to change during RGC maturation independently of
NR2B expression. Importantly, our results suggest that, in the adult RGCs, polyamine
binding to NMDAR may be a less important mechanism in the modulation of NMDA
toxicity than in immature retina.

How polyamines affect the excitotoxic cascade initiated by NMDA remains to be

elucidated. Nitric oxide release is a central mediator for NMDA toxicity in embryonic and
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adult retinas. For example, the inhibition of nitric oxide synthetase with L-NAME
completely protected inner retina cells from NMDA toxicity (Morizane et al., 1997).
Interestingly, the depletion of intracellular polyamines with DFMO prevented nitric oxide
synthesis after NMDA administration, and thereby inhibited cell death of retinal neurons
(Ientile et al., 1999). Polyamines may somehow regulate the intracellular production of NO
in adult RGCs to influence survival.

We found that retinal neurons did not upregulate arginase I expression in response
to BDNF stimulation (Fig. 4). This is in contrast with other CNS neurons in which BDNF
stimulation upregulated arginase I and thus increased polyamine concentrations (Cai et al.,
1999; Gao et al., 2003). This difference may be due to the intrinsic incapacity of adult
RGCs to upregulate arginase I in response to BDNF. Indeed, in the adult brain, regional
differences in polyamine distribution suggest that polyamine enzymes are differently
expressed between neuronal populations (Morrison et al., 1995; Laube et al., 2002). The
low ability of retinal neurons to express arginase I in response to BDNF stimulation may be
a mechanism to avoid the exacerbation of NMDA excitotoxicity in the adult CNS.

In this study, we showed that endogenously-produced polyamines modulate
NMDA-induced RGC death in vivo. Polyamine inhibitors such as DFMO and, to a lower
extent, ifenprodil protected RGCs in our model of excitotoxicity. Further studies will be
necessary to elucidate other mechanisms involved in the pro-excitotoxic effect of

polyamines.
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Figure 1. Polyamine synthesis cascade. Polyamines are arginine-derived polycationic
molecules. Arginine is transformed by arginase I into ornithine and urea. In turn, ornithine
is changed into putrescine by ornithine decarboxylase. This enzyme can be blocked by di-
fluoro-methyl-ornithine (DFMO) to inhibit polyamine synthesis. Spermidine and spermine
produced downstream from putrescine constitute with putrescine the polyamine molecule

family.
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Figure 2. Time course of NMDA-induced RGC death in vivo. RGC cell death was
induced by injecting intraocularly 5 mM of NMDA. RGC survival was established by
counting FG-stained RGCs on flat-mounted retinas within the first week following NMDA
injection. Excitotoxicity was first detected 6 hrs after NMDA injection. Cell death
dramatically increased between 6 hrs and 12 hrs following NMDA injection and reached a
maximum at 3 days. No significant difference in the RGC number was found between 3

days and 7 days post-injection.
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Figure 3. Arginase I is up-regulated in Miiller glial cells by NMDA injection. Arginase
[ was immunodetected after NMDA injection by immunohistochemistry on retinal sections.
(A) Arginase I was strongly expressed in the inner retina (INL, IPL, GCL and FL) of intact
retina. (B) Arginase I staining did not change early after NMDA injection (6 hrs) but
appeared stronger in the INL and in radial processes at 24 hrs post-injection (C). RGCs
were identified by FluoroGold (D) backlabelling and appeared immunopositive for arginase
I (E) in intact retina as demonstrated by overlaying the two FG and arginase I stainings (F).
CRALBP staining allowed to identify specifically Miiller glial cells. Superimposition of
CRALBP (G) and arginase I stainings (H) confirmed that Miiller cells up-regulated
arginase I in their somas and processes 24 hrs after NMDA injection (I). ONL: outer
nuclear layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cell

layer; FL: fibre layer. Scale bar = 50um.
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Figure 4. BDNF does not stimulate arginase I expression in adult retina. (A) BDNF
injection with or without NMDA co-administration did not affect arginase I protein level in
the retina as observed by western blot analysis. A liver sample was used as a positive
control because of the particular abundance of arginase I in this organ where it takes part to

the urea cycle metabolism. (B) Intravitreal injection of BDNF did not change RGC survival

3 days after NMDA administration (t test, p > 0.5).
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Figure 5. Polyamine synthesis inhibition promotes RGC survival after NMDA
injection. The role of endogenous polyamines was investigated by pre-treating animals
with the ornithine decarboxylase inhibitor, DFMO, or by co-injecting putrescine or
spermine with NMDA. (A-D) Survival was observed 3 days after NMDA injection on
whole-mounted retinas. (A) DFMO markedly protected RGCs from NMDA excitotoxicity
compared with saline injection. In contrast, putrescine (C) or spermine (D) co-

administration exacerbated NMDA cell death. Scale bar = 50pm.
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Figure 6. Quantitative analysis of RGC survival. (A) Survival quantification revealed
that DFMO increased by 105% and by 75% RGC number when it was used at 10 mM
(ANOVA, p < 0.05) and 100 mM respectively. (B) Putrescine and spermine exerted
opposite effects and increased NMDA-induced cell death by 29% and 20% respectively.
(C) Injection of polyamines or DFMO, alone, did not change RGC survival in absence of
NMDA, suggesting that polyamines are modulators but not inducers of neuronal

excitotoxicity.
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Figure 7. Polyamine exacerbation of NMDA toxicity is not only mediated by NMDAR
facilitation. Injection of the polyamine binding site blocker on NMDAR, ifenprodil,
enhanced RGC survival by 44%. However, the neuroprotective effect of Ifenprodil
(ANOVA, p > 0.05) was lower than that of DFMO (ANOVA, p < 0.01), suggesting that
polyamines do not only bind to NMDAR to modulate NMDA-triggered RGC death. To
better appreciate ifenprodil effect on RGC survival, the complete NMDAR blocker, MK-
801, was co-administered with NMDA. As expected, MK-801 protected most of the RGCs
from cell death, increasing by ~323% the RGC density compared with the saline reference
group (ANOVA, p <0.001).
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V.1.) La voie BDNF/TrkB/Erk,; dans la survie des neurones axotomisés.
V.1.1.) L’activation de Erk,,; stimule la survie neuronale in vivo.

Grace a [’utilisation du virus adéno-associé AAV.MEK-ca, nous avons
sélectivement introduit une forme constitutivement active du géne MEK-ca dans les CGRs
pour activer la voie Erk;». Nous avons ainsi démontré que la voie Erk,); était capable a elle
seule de maintenir les CGRs en vie plusieurs semaines aprés la transection du nerf optique.
Ces résultats confirment I’importance de la voie Erk;; dans la survie neuronale ir vivo qui
a été suggérée par plusieurs publications in vitro (Meyer-Franke et al., 1995; Kaplan and
Miller, 2000; Klocker et al., 2000) et in vivo (Cheng et al.,, 2002). Les mécanismes
moléculaires de la survie de Erk;;; n’ont pas été abordés dans notre étude. Néanmoins, il est
probable que la phosphorylation de Erk;; inhibe ’apoptose en dégradant Bad via Rsk et en
activant la transcription de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 via CREB (Bonni et al.,
1999). Parallélement a notre travail, Watt et ses co-équipiers ont montré que la survie des
neurones sensoriels olfactifs, une population neuronale constamment renouvelée par des
cycles d’apoptose/différenciation, était augmentée par ’activation soutenue de Erk,, et
Bcl-2 (Watt et al., 2004). Dans des souris transgéniques exprimant le géne de Ras dans sa
forme constitutivement active, 1’élévation du niveau de phospho-Erk;; est associée & une
plus grande survie des motoneurones faciaux axotomisés (Heumann et al., 2000). Notre
étude est donc la premiére a démontrer que I’activation ciblée de P-Erk;, dans une

population stable de neurones du SNC inhibe la mort provoquée par axotomie.

V.1.2.) Le degré et la durée d’activation de P-Erk;; dans la survie neuronale.

Si, comme nous I’avons montré, la voie Erk,; est neuroprotectrice pour les
neurones axotomisés, alors pourquoi les facteurs neurotrophiques CNTF, FGF2 et BDNF
ne sont pas des agents neuroprotecteurs équivalents? Cette question est légitime car la voie
Erk,; est activée par chacune de ces trois molécules qui stimulent des récepteurs a tyrosine
kinase. Par exemple, FGF2 active phospho-Erk;, (Kinkl et al., 2001) dans la rétine mais
n’a qu’un effet transitoire sur la survie neuronale (Sapieha et al., 2003). En revanche, la
neuroprotection des CGRs par le BDNF persiste plusieurs semaines aprés la blessure
(Mansour-Robaey et al., 1994; Cheng et al., 2002; Pernet and Di Polo, 2006). Une premiére

hypothése explicative peut étre liée au mode de stimulation. Dans le cas ou un géne tel que
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le FGF2 est introduit avec un AAV dans les CGRs, la stimulation des voies de survie
dépend de la machinerie de synthése protéique cellulaire et est limitée par le taux faible
d’infection (les CGRs représentent ~1% des cellules totales de la rétine). De plus, la
synthése protéique pourrait étre altérée par la blessure. Par exemple, la transcription du
geéne de trkB chute de 40% dans les CGRs, 3 jours aprés I’axotomie du nerf optique (Cheng
et al., 2002). En revanche, I’injection intravitréenne de neurotrophine comme le BDNF
représente un apport direct et massif de neurotrophine, susceptible d’activer immédiatement
et 4 long terme la survie par Erk,; (Nakazawa et al., 2002).

Un autre élément de réponse se trouve peut étre dans la durée et le degré
d’activation de Erk;, induits par les différentes neurotrophines. Nos résultats avec
AAV.MEK-ca supportent directement I’hypothése qu’un seuil élevé de P-Erk,; doit étre
atteint pour activer les mécanismes de survie neuronaux. Nous avons trouvé que la
transfection des CGRs avec la forme sauvage du géne de MEKI (AAV.MEK-wt) activait P-
Erk)» a un niveau moins élevé que MEK-ca (AAV.MEK-ca) (Article 1, Figure 3) et
s’accompagnait de peu de survie par rapport a MEK-ca (Article 1, Figure 5). Bien que les
récepteurs a tyrosine kinase (RTK) activent tous Erk,., le niveau d’activation de Erk,, est
contrdlé par des voies de signalisation distinctes. Des travaux ont démontré que ’activation
transitoire de Erk,, passait par la cascade Shc/Grb2/SOS/Rafl, alors que ’activation
soutenue de Erk;» dépendait d’une autre voie de signalisation, la voie
Frs2/Crk/C3G/Rap1/S-raf, plus récemment mise a jour (Figure 9). De maniére trés
intéressante, 1'activation de ces deux cascades de signalisation est initiée par I’interaction
de Shc ou Fibroblast growth factor receptor substrate 2 (Frs2) avec la phospho-tyrosine
Y490 sur Trk. Mieux encore, il semble que les protéines Shc et Frs2 soient en compétition
pour se fixer au site Y490 (Meakin et al., 1999). Donc, la liaison de I’'une des protéines
adaptatrices active une des voies au détriment de ’autre. Au niveau physiologique,
’activation soutenue de Erk,;; par NGF conduit a la différenciation des cellules PC12 (arrét
du cycle cellulaire et croissance neuritique), alors que la courte activation de Erk;, par
Epidermal Growth Factor (EGF) stimule la prolifération cellulaire (Grewal et al., 1999).
Dans la survie neuronale induite par les neurotrophines, on ne connait pas exactement
I’importance et les mécanismes régulateurs de la durée d’activation de P-Erk; ;. Cependant,

il a été suggéré que les facteurs neurotrophiques de la famille du BDNF possédaient un
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mécanisme moléculaire de bascule, inductible par la phophorylation de la protéine Ankyrin
Rich Membrane-Spanning (ARMS), vers I’activation soutenue de Erk;» qui distinguerait
les neurotrophines des autres facteurs de croissance (Arevalo et al., 2004; Arevalo et al.,
2006) (Figure 10). Cette aptitude particuliére des Trk a diriger une stimulation durable de
Erk,» expliquerait, au moins en partie, pourquoi les neurotrophines sont plus

neuroprotectrices que les autres activateurs de RTK.

V.1.3.) Les effets peu durables de P-Erk,; sur la survie neuronale.

En utilisant une forme constitutivement active de MEKI, nous nous attendions a
prolonger la survie des CGRs au-dela de ce qui a été précédemment rapporté avec le BDNF
(Mansour-Robaey et al., 1994; Cheng et al., 2002). Cependant, I’expression de MEK-ca n’a
pas maintenu un niveau constant de survie a long terme aprés la 1ésion du nerf optique
(Article 1, Figure 5). L’utilisation de virus AAV a pourtant permis d’exprimer MEK-ca de
fagon durable dans les CGRs intactes (Article 1, Figure 2). De plus, P-Erk;, a été détecté
par immunohistochimie dans les axones du nerf optique deux semaines aprés la microlésion
(Article 1, Figure 7), suggérant que Erk;, n’est pas désactivé par la blessure. Néanmoins,
Shen et al. (1999) ont observé que la translocation de Erk;» du cytoplasme vers le noyau
des CGRs disparaissait aprés 1’axotomie (Shen et al., 1999). D’apres ces auteurs, la perte
des effets neuroprotecteurs des facteurs neurotrophiques proviendrait de ’exclusion de
Erk;» du noyau cellulaire. Par contre, I’augmentation d’AMPc restaurerait la translocation
nucléaire de Erk,; et exercerait des effets synergiques avec les facteurs neurotrophiques sur
la survie des CGRs en culture (Shen et al., 1999). Chez les CGRs, la synthése
intracellulaire d’AMPc chute aprés la naissance (Cai et al., 2001) et pourrait contribuer a la
baisse intrinséque de croissance axonale constatée aprés le stade embryonnaire (Goldberg
et al., 2002a). Dans notre étude, nous avons observé que P-Erk;, était localisé dans le
cytosol et les noyaux des CGRs intactes (Article 1, Figure 2), mais nous n’avons pas vérifié
la répartition cellulaire de P-Erk,,, aprés 1’axotomie. Il est donc possible que les effets de
survie de AAV.MEK-ca soient limités dans le temps par le blocage de la translocation

nucléaire de Erk;/, aprés la lésion axonale.
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Figure 9. Modéle hypothétique de survie des cellules ganglionnaires de la rétine. (A)
Dans le modele de 1'axotomie, I’intensité de la survie neuronale induite par TrkB/BDNF
suit le niveau d’activation de P-Erk;». La voie Frs2/Crk/C3G/Rapl/B-Raf active de
maniére soutenue P-Erk,», alors que la voie Shc/Grb2/SOS/Ras/C-Raf stimule la voie P-
Erk,» de fagon transitoire. Les deux voies sont en compétition pour le site de liaison Y490.
Mais les récepteurs Trk possédent un « interrupteur moléculaire » inductible par
phosphorylation, ARMS, qui privilégie I’activation prolongée de P-Erk;» via Rap-1, et
exercerait une meilleure inhibition de 1’apoptose. (B) Dans le modele d’excitotoxicité du
NMDAR, I’activation massive de NMDAR induit des dommages oxydatifs, via le NO, qui
ne seraient pas contrdlables par le BDNF. Les polyamines sont des facilitateurs endogenes
de I’ouverture des canaux calciques des NMDAR qui exacerbent la mort excitotoxique.
L’inhibition des polyamines réduit 1’activation des NMDAR et pourrait inhiber certaines
voies de signalisation impliquées dans la mort. © Vincent Pernet.
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V.2.) La voie BDNF/TrkB/Erk,,, dans la régénération axonale in vivo.

Les études antérieures montraient que I’activation seule de Erk;, stimulait la
croissance des neurones embryonnaires en culture (Dimitropoulou and Bixby, 2000). Dans
notre étude avec AAV.MEK-ca, la voie Erk;, n’était pas capable d’induire la croissance
axonale a elle seule. On peut imaginer que 1) Erk;» ne permet pas aux axones de renverser
les signaux inhibiteurs présents au site de blessure (myéline, CSPG) ou bien que 2)
I’activation de la voie Erk;; chez I’adulte n’est pas initiatrice d’un programme de

croissance axonale.

V.2.1.) Le riole de BDNF/Erk,;, dans l’inhibition de la croissance axonale par la
myéline.

Des travaux récemment accomplis dans le laboratoire du Dr Filbin ont montré que
la cascade de signalisation BDNF/AMPc/CREB/arginase I/polyamines donnait aux
neurones la capacité de faire pousser leurs axones sur des substrats inhibiteurs de myéline
(Cai et al., 1999; Cai et al., 2002; Gao et al., 2003). Dans le paradigme de Filbin, la
stimulation avec différents facteurs neurotrophiques devait étre faite avant que les cellules
ne soient mises en contact avec les protéines de la myéline (Cai et al., 1999). En injectant
du BDNF dans I’oeil 24h avant la microlésion, nous avons stimulé les CGRs avant que les
axones blessés ne rencontrent les protéines de la myéline. Cependant, le traitement (Article
2, Figure 2) ou pré-traitement (données non présentées) avec le BDNF n’a pas permis
d’observer de régénération axonale dans le nerf optique. De plus, nous n’avons pas
remarqué d’augmentation de 1’arginase I dans la rétine aprés I’injection de BDNF (Article
3, Figure 4) et I’activation de Erk,,, en amont de CREB, n’a pas mené a I’activation de
régénération axonale (Article 1, Figure 7). Peut étre que la voie BDNF/Erk,,; n’est pas liée
a la synthése des polyamines dans les CGRs adultes et ne permet donc pas de surmonter
Pinhibition par les protéines de la myéline contrairement aux autres types de neurones in

vitro.

V.2.2.) La signalisation cellulaire dans Dinitiation de la croissance axonale.
Bien que nos résultats supportent que la voie Erk;, n’induit pas la croissance

axonale, elle semble impliquée dans I’intensité de la régénération axonale. L’activation de
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Erk;, par FGF2 (Kinkl et al., 2001) ou par CNTF (Park et al., 2005) dans la rétine
s’accompagne de régénération dans le nerf optique ou dans des greffes de nerfs
périphériques (Cui and Harvey, 2000; Sapieha et al., 2003). L’inhibition de la voie Erk,;
réduit drastiquement mais ne provoque pas l’arrét complet de la régénération axonale
induite par FGF2 dans le nerf optique adulte blessé (Sapieha et al., 2006). Dans le méme
ordre d’idée, Webber et ses collégues ont récemment rapporté que I’inhibition de la voie
Erki, réduisait considérablement la longueur des projections axonales des CGRs vers le
tectum pendant le développpement (Webber et al., 2005). Une fois de plus, les auteurs ont
remarqué que I’inhibition de Erk;,; ne menait pas a ’absence d’extension axonale. Dans
cette méme étude, I’inhibition de PLCy avait un effet encore plus sévere sur les projections
axonales que I’inhibition de Erk,;, alors que I’inhibition de la voie PI-3K/Akt paraissait
sans conséquence notable. Pendant le développement, Erk;» et PLCy semblent collaborer
au processus de croissance axonale. Plutét que d’étre un déclencheur, Erk;, semble agir
comme un modulateur de la croissance axonale qui dépend d’autres signaux moléculaires

dont I’identité reste a établir.

V.2.3.) L’activation de la croissance neuritique par la translocation nucléaire de P-
Erk;.

Comme je I’ai précédemment proposé pour la baisse de survie, la perte de
translocation dans le noyau apres 1’axotomie (Shen et al., 1999) peut empécher les effets
transcriptionnels de Erk;» impliqués dans la croissance axonale. Markus et ses collégues
ont trouvé que la rétention de Erk,, dans le cytoplasme bloquait la croissance axonale a
longue distance des neurones sensoriels (Markus et al., 2002). De fagon similaire, la fusion
de Erk, et MEK1 (Erk2-MEKI) provoque I’activation de Erk; localement dans le cytosol
et ne stimule pas I’extension neuritique (Robinson et al., 1998). Au contraire, si la protéine
P-Erk2 est piégée dans le noyau, la croissance neuritique est activée (Fukuda et al., 1996).
L’action de P-Erk;,; dans le noyau est donc déterminante pour 1’activation de la croissance
neuritique. Pour stimuler la croissance axonale dans le nerf optique, I’activation de P-Erk,
pourrait ne pas €tre suffisante et pourrait nécessiter 1’activité transcriptionnelle de Erk;;
dans le noyau. Si cette hypothése est vraie, la translocation de Erk;, pourrait étre rétablie

en augmentant I’ AMPc apres 1’axotomie (Shen et al., 1999).
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V.2.4.) Les effets secondaires du BDNF et de P-Erk;,; dans les axones blessés.

Des études antérieures avaient suggéré que le BDNF n’était pas capable d’activer la
croissance axonale a cause du manque de synthése des protéines cytosquelettiques requises
pour la régénération axonale telles que les tubulines (Fournier et al., 1997; Fournier and
McKerracher, 1997). Nos expériences d’activation de la croissance axonale avec la blessure
du cristallin ont révélé que le BDNF pouvait inhiber la croissance axonale et causer la
dystrophie des axones dans le nerf optique (Article 2, Figures 2 et 6). Ces résultats nous ont
incités a nous interroger sur les effets secondaires du BDNF et éventuellement ceux de la
sur-activation de P-Erk;,. Dans la discussion du deuxiéme article de la thése, nous avons
supposé que le BDNF pourrait bloquer la croissance axonale en stabilisant le cone de
croissance ou en altérant le transport axonal. Une autre théorie serait que
I’hyperphosphorylation des molécules cytosquelettiques par BDNF/Erk;, causerait la

dystrophie des axones

V.2.4.1) La phosphorylation du cytosquelette dans la dystrophie axonale.

L’interruption du transport axonal antérograde lent des neurofilaments et des
tubulines a été directement impliqué dans le manque de régénération axonale du nerf
optique blessé (McKerracher et al., 1990b). Lors de la régénération axonale dans les greffes
de nerfs périphériques, le transport axonal antérograde lent reprend (McKerracher et al.,
1990a). Le ralentissement du transport axonal antérograde lent dans le nerf optique est
causé par la phosphorylation de la sous-unité lourde des neurofilaments (NF-H) (Jung and
Shea, 1999) et pourrait étre a 1’origine de 1’accumulation de phospho-NF-H dans le
compartiment somato-dendritique (Article 2, Figure 7) (Dieterich et al., 2002). L’activation
de P-Erk;;; par BDNF ou MEK-ca pourrait exacerber la phosphorylation anormale de NF-H
aprés la blessure. En effet, il a été démontré que I’activation de P-Erk;,, avec la méme
forme mutante MEK-ca que celle utilisée dans I’article 1 de la thése, phosphorylait les
sous-unités NF-M (sous-unité moyenne des neurofilaments) et NF-H sur les motifs KSP
(Lys-Ser-Pro) du bras C-terminal (Veeranna et al., 1998). Dans notre étude, la régénération
axonale induite par la blessure du cristallin dépend probablement de la reprise du transport

antérograde lent dans le nerf optique blessé. Donc, il est possible qu’en activant P-Erk;,
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Figure 10. Modéle proposé de régénération et de dystrophie axonale. (A) Le transport
axonal lent est requis pour la régénération axonale dans le nerf optique. La blessure du
cristallin active un programme de croissance axonale qui relance le transport axonal et
stimule I’extension de ’axone aprés le site de blessure dans le nerf optique. (B) En
présence de BDNF, il n’y a pas de transport axonal des protéines cytosquelettiques
nécessaires a la progression du cone de croissance. (C) La blessure du cristallin combinée
au BDNF a pour effet de provoquer des hypertrophies focales de I’axone dans le nerf
optique. Les neurofilaments sont transportés massivement dans 1’axone grace a la blessure
du cristallin (1). En activant Erk;»  BDNF stimule 1’hyperphosphorylation des nombreux
motifs KSP portés par le bras C-terminal de la sous-unit¢é NF-H (2), (3), (4). La
phosphorylation des neurofilaments provoque leur séparation des moteurs de transport
(kinésine) et leur accumulation anormale dans I’axone. Les vésicules sont véhiculées par le
transport antérograde rapide et s’agglomeérent dans les sites de 1'axolemme désorganisés par
les phospho-neurofilaments (5). © Vincent Pernet.
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le BDNF ralentisse le transport axonal antérograde lent des protéines du cytosquelette, et de
cette maniére, entrave la croissance axonale induite par la blessure du cristallin.

Nous avons récemment observé que P-Erk;, peut directement provoquer la
dystrophie des axones. Deux semaines aprés la microlésion du nerf optique, nous avons
constaté que les axones des CGRs infectées par AAV.MEK-ca présentaient une
morphologie dystrophique par rapport a la morphologie axonale normale qui persiste apres
le traitement avec AAV.GFP dans les nerfs blessés (Annexe B, Micrographies A-B). Dans
le nerf optique intact, nous n’avons pas noté que P-Erk;» causait de changements visibles
de la morphologie axonale 2 mois aprés ’injection intraoculaire d’AAV.MEK-ca (Article
1, Figure 4). Cependant, 4 mois aprés I’injection virale d’AAV.MEK-ca, des renflements
axonaux hypertrophiques se sont spontanément développés dans des nerfs intacts (N=4)
(Annexe B, Micrographies C-D). L’ensemble de ces résultats indique que P-Erk,,; affecte
la morphologie de I’axone dans le nerf optique 1ésé ou a plus long terme dans le nerf
optique intact.

La présentation par Griffin et ses collaborateurs (1978) de renflements axonaux
hypertrophiques suivant I’interruption du transport antérograde lent, alors que le transport
antérograde rapide est maintenu, permet de spéculer que les effets dystrophiques que nous
avons décelés avec BDNF et Erk;;; pourraient passer par 1’altération du transport axonal
antérograde lent (Figure 10). Un scénario possible serait que la blessure du cristallin active
le transport massif des protéines du cytosquelette (Figure 10, (1)), comme les NF qui sont
requis pour la croissance axonale; BDNF/Erk;,, phosphorylent les bras C-terminaux des NF
(Figure 10, (2)) et créent ainsi leur détachement des moteurs de transport (kinésine) (Figure
10, (3)) au milieu des axones (Shea and Flanagan, 2001) (Figure 10, (4)); les phospho-NF
engorgent I’axolemme et obstruent le passage des vésicules issues du transport antérograde
rapide (Figure 10, (5)), provoquant ainsi I’hypertrophie des axones et le manque de
croissance axonale. Ce modéle hypothétique expliquerait pourquoi l’administration de
BDNF ou la blessure du cristallin, seule, ne sont pas génératrices de dystrophie axonale.

Les renflements axonaux hypertrophiques et 1’hyperphosphorylation du
cytosquelette sont caractéristiques de plusieurs maladies neurodégénératives telles que la
maladie d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique. Différentes protéines du

cytosquelette anormalement phosphorylées dans les neurones en dégénérescence telles que
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Tau (Roder et al., 1993) et les neurofilaments (Veeranna et al., 1998) sont des substrats
pour Erk; . L’activation de Erk;» par I’influx calcique semble contrdler la phosphorylation
des neurofilaments dans les cellules de I’hippocampe dans la maladie d’Alzheimer
(Veeranna et al., 2004). L’apparition de renflements dystrophiques dans le nerf optique, que
nous avons vus avec I’administration de BDNF et la blessure du cristallin, pourrait passer

par des mécanismes cellulaires identiques a ceux des maladies neurodégénératives.

V.2.5.) La préservation du segment axonal dans la rétine par rapport a I’axone du
nerf optique ?

Nous avons remarqué que I[’apparition de renflements axonaux survenait
spécifiquement dans le nerf optique mais pas dans la rétine apres le traitement combiné de
BDNF et de la blessure du cristallin (Article 2, Figures 6 et 7). Dans la pathologie du
glaucome, on pense que 1’augmentation de pression intraoculaire altére le transport axonal
et méne aux dystrophies axonales. De fagon remarquable, des structures dystrophiques
remplies de vésicules et de mitochondries apparaissent dans la région de la lamina cribrosa
(dans la téte du nerf optique) des nerfs optiques glaucomateux (Quigley, 1981; Morrison et
al., 1997) alors que seuls des chapelets de varicosités sont observés dans la rétine (Zhou et
al., 2005). Les axones présentent des changements ultrastructurels lorsqu’ils passent de la
rétine au nerf optique. Dans la rétine, les axones amyélinisés possedent un diamétre plus
faible et une densité de neurofilaments moins importante que les axones myélinisés dans le
nerf optique (Sanchez et al., 2000). Par exemple, on pense que ces différences expliquent la
plus grande vitesse de transport axonal de neurofilaments dans la rétine par rapport au nerf
optique (Jung and Shea, 1999). Les variations structurelles & partir de la lamina cribrosa
pourraient expliquer pourquoi I’axone est plus enclin & développer des renflements
hypertrophiques dans le nerf optique.

Par ailleurs, Sawai et ses collaborateurs ont démontré que le BDNF stimule
I’extension de branches collatérales de I’axone dans la rétine (Sawali et al., 1996). In vitro,
le BDNF semble aussi capable de stimuler la croissance neuritique (Bonnet et al., 2004).
Donc, le BDNF n’est pas un inhibiteur strict de la croissance neuritique. Il est intéressant de
souligner que le BDNF a une action stimulatrice de la croissance axonale dans la partie

intrarétinienne qui est exempte de dystrophie axonale importante. L’axone blessé ne semble
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pas répondre de fagon homogeéne & la blessure et a la stimulation des facteurs

neurotrophiques sur toute sa longueur.

V.3.) La voie BDNF/CREB/Argl/polyamines dans la mort excitotoxique des neurones
adultes induite par le NMDA.
V.3.1.) Le manque de neuroprotection du BDNF contre I’excitotoxicit¢ du NMDA.

Nous avons observé que le BDNF n’avait aucun effet neuroprotecteur dans notre
modéle d’excitotoxicité induite par I’injection de NMDA (Article 3, Figure 4), alors que
dans le modéle d’axotomie du nerf optique (Article 2, Figure 1), le BDNF est un puissant
facteur de survie. Le role neuroprotecteur du BDNF semble étroitement li€é au mode de
blessure. Par exemple, I’axotomie déclenche la mort apoptotique des CGRs en activant les
caspases (Garcia-Valenzuela and Sharma, 1999), méme si une voie excitotoxique existe
(Kikuchi et al., 2000). Les facteurs neurotrophiques, comme le BDNF, peuvent inhiber les
mécanismes d’apoptose en bloquant la formation de 1’apoptosome et en augmentant Bcl-2
dans la cellule (Introduction, Figure 7). Quant a la mort excitotoxique, les mécanismes de
mort sont profondément influencés par la dose de NMDA. En effet, Bonfoco et ses
collaborateurs ont rapporté qu’une dose faible de NMDA (300 uM) déclenchait la mort
apoptotique des neurones hippocampiques en culture via la cascade des caspases (Bonfoco
et al., 1995). En revanche, la méme étude a démontré qu’une forte dose de NMDA (2 mM)
induisait la mort neuronale surtout par la nécrose qui est caractérisée par le gonflement
rapide et la lyse des cellules. Par ailleurs, dans notre modele d’excitotoxicité, la vitesse de
mort induite par I’injection de NMDA dans I’eil est nettement plus rapide que la mort
initiée par la transection du nerf optique. A titre de comparaison, plus de 70% de CGRs
sont tuées 24h aprés I’injection de NMDA (5 mM) (Article 3, Figure 2) alors qu’il faut
attendre ~7 jours aprés ’axotomie pour voir I’élimination de plus de 50% des CGRs
(Article 1, Figure 5). Il est donc possible que la mort déclenchée par I’injection de NMDA
passe par des mécanismes de mort rapides et indépendants de 1’apoptose sur lesquels le
BDNF n’a aucun moyen d’agir (Figure 9).

En outre, la voie PI-3K/Akt a été récemment impliquée dans la mort excitotoxique
activée par le NMDA. L’inhibition pharmacologique de la voie PI-3K accentue la toxicité

du NMDA sur les CGRs (Manabe and Lipton, 2003; Nakazawa et al., 2005). Dans ces
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conditions, on pourrait s’attendre a une action neuroprotectrice de la part du BDNF qui est
un activateur puissant de P-Akt dans la rétine (Nakazawa et al., 2002) (Figure 9).
Cependant, 14 encore, il faut souligner que 1’inhibition d’ Akt n’augmente la mort qu’a des
concentrations relativement faibles de NMDA (2 mM), mais qu’a une dose plus forte (40
mM), Akt n’influence plus la survie des CGRs (Manabe and Lipton, 2003). Dans notre
¢tude, peut étre qu’une dose plus faible de NMDA aurait mené a des effets

neuroprotecteurs du BDNF par I’activation d’ Akt.

V.3.2.) L’exacerbation de la toxicité du NMDA par les polyamines.

Dans le troisiéme article de la thése, nous avons testé la contribution des polyamines
a la mort excitotoxique induite par le NMDA. Des études antérieures ont suggéré que le
blocage du site de liaison des polyamines sur les NMDAR était neuroprotecteur dans la
rétine (Kapin et al., 1999; Pang et al., 1999). En utilisant un bloqueur de la synthése des
polyamines, le DFMO, nous avons voulu déterminer la contribution globale des polyamines
a la mort excitotoxique des CGRs adultes aprés I’injection intraoculaire de NMDA. Le
DFMO augmentait la survie des CGRs de plus de 100% aprés I’injection de NMDA, alors
que I’injection des polyamines spermine et putrescine amplifiait les effets de mort du
NMDA. D’aprés nos résultats, les polyamines endogénes exacerbent la mort déclenchée par
le NMDA mais ne sont pas, a elles seules, toxiques sur les CGRs (Article 3, Figure 6).

Les polyamines sont rapidement augmentées apres une ischémie ou un traumatisme
cérébral (Paschen et al., 1988; Shohami et al., 1992). L’inhibition de la synthése des
polyamines par le DFMO réduit trés significativement I’étendue des dommages cérébraux
(Kish et al., 1991; Shohami et al., 1992; Zoli et al., 1993). L’injection intraoculaire de
NMDA représente un modéle sévére de mort excitotoxique ou le DFMO a été capable de
protéger les CGRs. Nos résultats nous encouragent donc a penser que I’inhibition des
polyamines est une stratégie neuroprotectrice potentielle contre certains dommages

ischémiques dans le SNC.

V.3.3.) Mode d’action des polyamines dans la rétine.
Le blocage des sites de liaison des polyamines sur les récepteurs au NMDA n’a eu

qu’un effet modeste sur la survie comparativement au DFMO (Article 3, Figure 7). Ceci
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suggeére que les polyamines influencent la mort excitotoxique en facilitant 1’activation des
récepteurs NMDAR mais aussi que d’autres mécanismes sont impliqués dans leur action.
Aprés avoir observé la diminution de la production intracellulaire d’oxyde nitrique avec le
DFMO, Ientile et collaborateurs (1999) en ont déduit que les polyamines régulaient la
synthése de NO dans les cellules de la rétine. Cependant, on ne sait pas si les polyamines
régulent la synthése de NO en contrdlant le flux calcique a travers les NMDAR ou en
agissant intracellulairement sur I’activation de NOS (Figure 9B). De plus, les polyamines
sont capables d’interagir avec les voies de signalisation. Notamment, la putrescine pourrait
activer les génes précoces c-jun et c-fos qui sont impliqués dans 1’apoptose des CGRs (Hull
and Bahr, 1994; Bachrach et al., 2001; Lingor et al., 2005). Par conséquent, nos données
indiquent que les polyamines pourraient agir sur les mécanismes de mort via les NMDAR

et les voies de signalisation.

V.3.4.) L’expression des polyamines dans la rétine.

Aprés I’injection de NMDA ou I’administration de BDNF, nous n’avons pas détecté
de changement du niveau protéique d’arginase I dans des homogénats de rétine. Donc,
contrairement a la cascade de signalisation décrite par le laboratoire du Dr Filbin, le BDNF
ne stimule pas la transcription de ’arginase I dans la rétine. Cette observation est cohérente
avec le manque d’effets du BDNF sur la mort excitotoxique que nous avons trouvé (Article
3, Figure 4). Selon nos résultats avec les polyamines (Article 3, Figures 5-6),
’augmentation de I’arginase I par le BDNF aurait aggravé la mort causée par le NMDA.
Par ailleurs, les neurones utilisés par Filbin étaient prélevés sur de jeunes animaux (P5)
(Cai et al., 2002). Il est alors possible que la régulation de la synthése des polyamines
évolue au cours du développement et que chez I’adulte I’expression de I’arginase I
devienne indépendante du BDNF.

Par immunohistochimie, nous avons observé une augmentation d’arginase I dans les
corps cellulaires et les prolongements des cellules de Miiller aprés I’injection de NMDA
(Article 3, Figure 3). Précédemment, la synthése des polyamines avait été démontrée sur
des cultures de cellules de Miiller (Biedermann et al., 1998). La stimulation des cellules de
Miiller par le NMDA pourrait induire la libération de polyamines, contribuant

indirectement a la mort des CGRs.
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V.4.) Orientations futures.

Nous avons observé que Erk;, était une voie capable d’activer la survie des
CGRs axotomisées. Cependant, nous navons pas testé les effets de 1'activation d’ Akt
sur la survie pour relativiser 1'importance de la voie Erk;; dans les mécanismes de
survie induits par les neurotrophines comme le BDNF. Pourtant, les deux voies de
signalisation peuvent potentiellement inhiber 1’apoptose et activer la survie neuronale.
De fagon similaire a ce qui a été fait pour activer Erk;» avec MEK-ca dans cette these,
Akt pourrait étre activée par une forme constitutivement active de PI-3K qui a été
utilisée précédemment in vitro (Markus et al., 2002). Les effets de la voie PI-3K/Akt sur
la survie et la régénération axonale des CGRs pourraient étre étudiés in vivo. Par
ailleurs, les génes encodant les formes constitutivement actives des intermédiaires de la
voie Erks (MEKS5-ca, MEF2C-ca) pourraient aussi étre utilisés dans notre modele de
blessures du systéme rétinocolliculaire.

Une hypothése que j’ai avancée pour tenter d’expliquer les effets non durables
d’Erk,» sur la survie des CGRs est la perte de translocation d’Erk,, dans le noyau.
L’abolition de la transcription des génes de survie (e.g. Bcl2) par Erk;, dans le noyau
favoriserait I’action des molécules pro-apoptotiques et la progression de la mort apres la
blessure. La localisation d*Erk,, pourrait étre suivie aprés et avant la blessure du nerf
optique dans des rétines infectées avec MEK-ca par microscopie confocale sur des
tranches de rétines. Si cette hypothése s’avére vraie, en activant simultanément Erk,, et
I’AMPc dans les cellules (avec la forskoline ou un analogue non hydrolysable de
I’AMPc, le db-AMPc), nous pourrions rétablir la translocation nucléaire d’Erk;;, dans
les CGRs blessées et regarder les effets de ce traitement combiné sur la survie
neuronale.

Je pense que le role des génes de transcription en aval d’Erk;, comme CREB
pourraient aussi étre directement testé sur la survie neuronale. Dans le laboratoire du Dr
Filbin, la forme constitutivement active de CREB a été utilisée sur la moelle €piniére
blessée (Gao et al., 2004). Malheureusement, les auteurs de cette étude ont utilisé un
adénovirus qui ne cible pas spécifiquement une population neuronale et qui ne permet
pas une expression a long terme du transgene. De plus, la survie n’a pas été étudiée par
cette équipe. Notre modéle semble plus adéquat pour tester CREB sur la survie
neuronale, de par la sélectivité de l'infection des CGRs par I'’AAV et |"expression a

long terme du géne recombinant.
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Nous avons trouvé que le BDNF induisait la dystrophie des axones du nerf optique
aprés une axotomie. De maniére trés intéressante, nous avons récemment observé que
’activation seule, et & long terme (>4 mois), d’Erk,» engendrait la dystrophie des axones
dans des nerfs optiques non blessés. Ces premiéres observations mériteraient d’étre
approfondies en regardant les protéines du cytosquelette qui sont des substrats de
phosphorylation pour Erk,,; et qui sont impliquées dans I’architecture axonale comme les
sous-unités des neurofilaments, et particulierement NF-H. Il serait également trés
intéressant de savoir si cette dystrophie des axones cause la mort des CGRs  long terme. A
ma connaissance, nos observations sont les premiéres a montrer que P-Erk;; peut
provoquer directement la dystrophie des axones in vivo. Notre modele présente donc un
grand intérét pour I’étude des pathologies neurodégénératives.

Mes données de thése montrent que les polyamines régulent la mort induite par les
NMDAR. La partie d’excitotoxicité qui intervient dans les mécanismes de mort des CGRs
aprés une blessure du nerf optique pourrait étre influencée par la production des polyamines

3™ article

endogénes (I’arginase I est retrouvée dans les CGRs des rétines intactes dans le
de la thése). Par exemple, nous pourrions regarder si le DFMO diminue la mort des CGRs
aprés I’axotomie. A I’inverse, la synthése des polyamines pourrait étre activée en

augmentant I’expression de I’arginase I dans les CGRs grace a un AAV.

V.5.) Conclusion générale.

Nous avons démontré pour la premiére fois qu’in vivo la voie Erk;, stimulait
directement la survie des cellules ganglionnaires de la rétine adulte, alors que ’activation
de P-Erk;, n’était pas suffisante pour induire la croissance axonale dans le nerf optique.
Cette partie de la thése indique que la voie Erk;, est une voie de signalisation qui,
indépendamment des autres voies comme PI-3K, Erks ou PLC-y, peut étre manipulée pour
protéger les neurones apres une blessure du SNC.

Des études antérieures suggéraient que le BDNF n’activait pas la régénération dans
le nerf optique par manque d’effet sur les mécanismes de croissance axonale. Dans cette
thése, nous avons testé I’hypothése selon laquelle la combinaison de facteurs stimulant
individuellement la survie (BDNF) et la croissance axonale (blessure du cristallin) pourrait

améliorer la régénération des neurones blessés in vivo. De maniére trés inattendue, nous
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avons observé que le BDNF altérait les mécanismes de régénération axonale et provoquait
la dystrophie des axones. Nos résultats remettent complétement en question le role du
BDNF dans la régénération axonale du SNC. Ces observations sont d’autant plus
surprenantes que, dans le méme temps, le BDNF combiné a la blessure du cristallin exerce
des effets synergiques sur la survie. D’autres études seront nécessaires pour établir les
mécanismes responsables de la dystrophie et de 1’inhibition de la croissance axonale, afin
d’envisager de coordonner les processus de régénération axonale et de survie neuronale
dans le SNC adulte blessé.

Les effets neuroprotecteurs du BDNF ont été abondamment documentés dans le
modéle de blessure du nerf optique, mais trés peu d’études se sont penchées sur les effets
du BDNF sur I’excitotoxicité induite par le NMDA. Pour cette raison, nous avons cherché a
savoir si le BDNF, seul ou via [’activation des polyamines, influencait la mort induite par
’injection vitréenne de NMDA. Dans le troisiéme volet de la theése, nous avons trouvé que
le BDNF ne stimulait pas la survie neuronale dans le modele d’excitotoxicité du NMDA.
Nos résultats démontrent que, contrairement a ce qui a été¢ montré in vitro, le BDNF n’est
pas capable d’activer la synthése des polyamines en contrdlant I’expression de I’arginase I
chez des neurones adultes. En revanche, nous avons découvert que I'inhibition de la
synthése des polyamines par le DFMO protégeait les CGRs de la mort neuronale. Nos
données suggérent donc que ’efficacité des neurotrophines dans la survie neuronale est
conditionnée par les modalités de blessure.

Le BDNF a souvent été considéré comme un agent neuroprotecteur omnipotent dans
les blessures du SNC. Les données de cette thése montrent cependant que les effets de
survie du BDNF ne sont pas applicables a tous les types de blessures (comme ceux
impliquant I’excitotoxicité via le NMDAR) et que le BDNF peut s’avérer inhibiteur sur la
croissance axonale. La modulation des voies intracellulaires spécifiquement impliquées
dans les mécanismes de mort représente une maniére plus ciblée d’activer la survie

neuronale dans le SNC blessé.
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ABSTRACT

Glaucoma is the second leading cause of blindness in the world. Loss of vision in
glaucomatous optic neuropathy is caused by the selective degeneration of retinal ganglion
cells (RGCs). Ocular hypertension is a major risk factor in glaucoma, but visual field
defects continue to progress in some patients despite the use of drugs that lower intraocular
pressure (IOP). At present, there are no effective neuroprotective strategies for the
treatment of this disease. The extracellular signal-regulated kinase (Erk) 1/2 pathway is an
evolutionarily conserved mechanism used by several peptide factors to promote cell
survival. Here we tested if selective activation of Erk1/2 protected RGCs in a rat model of
experimental glaucoma. We used recombinant adeno-associated virus (AAV) to selectively
transduce RGCs with genes encoding constitutively active or wild-type MEKI1, the
upstream activator of Erk1/2. MEK1 gene transfer into RGCs markedly increased neuronal
survival: 1,366 + 70 RGCs/mm” (mean = S.E.M.) were alive in the dorsal retina at five
weeks after ocular hypertension surgery, a time when only 680 + 86 RGCs/mm? of these
neurons remained in control eyes. We conclude that the Erk1/2 pathway plays a key role in
the protection of RGCs from ocular hypertensive damage. This study identifies a novel
gene therapy strategy in which selective activation of the Erk1/2 signaling pathway

effectively slows cell death in glaucoma.

Keywords: retinal ganglion cell; glaucoma; extracellular signal-regulated kinase;

neuroprotection; neurotrophic factors; gene therapy.
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INTRODUCTION

Glaucoma is a leading cause of blindness worldwide '. The incidence of glaucoma
increases dramatically with age and more than 2.2 million people in North America age 40
and older have glaucoma. The characteristic visual field changes in glaucoma are caused by
the selective degeneration of retinal ganglion cells (RGCs). Elevated intraocular pressure
(IOP) is a key risk factor for RGC loss in glaucoma *, however, this condition worsens in a
group of patients despite the use of IOP lowering medication 34 Thus, there is great need
for the development of alternative strategies that slow RGC death and the progression of
glaucomatous optic neuropathy. At present, there are no effective neuroprotective strategies
for the treatment of this disease.

The potent effect of neurotrophins on the survival of adult central nervous system
(CNS) neurons > has led to interest in using them to develop therapeutic strategies
applicable to glaucoma. Among neurotrophins, brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
is the most potent survival factor for injured RGCs 6.7 Consistent with this, RGCs express
TrkB, the high-affinity receptor for BDNF  °. An important limitation of applying
exogenous BDNF as neuroprotective therapy for RGCs is that this factor will affect all
other retinal cells that express the receptor TrkB, including amacrine cells, Miiller glia and
cone photoreceptors * '* ' In addition, it is known that exogenous neurotrophic factors
may produce adverse side effects. For example, BDNF may limit its neuroprotective action
on axotomized RGCs by upregulating nitric oxide synthase activity 12 or by suppressing the
expression of the heat shock protein 27 '°. Subcutaneous or intraperitoneal implantation of
glioma cells engineered to secrete CNTF, or systemic injection of purified recombinant
CNTF in adult mice produced rapid weight loss resulting in death '*. In addition, recent
studies demonstrated that CNTF has deleterious effects on visual function as assessed by
electroretinography '* '

An alternative strategy is to target the intracellular events that lead to RGC survival,
bypassing the use of exogenous peptide factors. Upon binding to Trk receptors, BDNF
stimulates multiple signaling pathways, including the extracellular signal-regulated kinase
1/2 (Erk1/2) and the phosphatidylinositol-3 (PI-3) kinase pathways '’. Although both
Erk1/2 and PI-3 kinase are stimulated in RGCs following TrkB activation in vivo, we

recently demonstrated that Erk1/2 is a key signaling component mediating adult RGC
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survival '®

. Thus, we tested the hypothesis that selective stimulation of the Erk 1/2 pathway
would promote RGC survival in a rat model of ocular hypertension. Recombinant adeno-
associated virus (AAV) was used for in vivo gene delivery of constitutively active or wild
type MEK1 into RGCs. This vector system was selected based on our finding that RGCs
are the primary cellular target for AAV serotype 2 transduction upon intravitreal virus
administration '®. In addition, AAV evokes minimal immune response in the host '° and
mediates long-term transgene expression that can persist in the retina for at least one year
after vector administration 2.

In this study, we demonstrate that activation of the Erk1/2 signaling pathway leads
to marked RGC neuroprotection in glaucomatous eyes and results in morphological
preservation of cell bodies and axons. These data provide proof-of-principle that selective
stimulation of key intracellular signaling pathways can be an effective strategy to delay

neuronal death in the aging, injured CNS.

RESULTS
AAV.MEK-CA activates the Erk1/2 pathway in adult RGCs

For gene transfer experiments, recombinant AAV vectors containing genes
encoding constitutively active (CA) or wild-type (WT) MEK1 were prepared. Viral vectors
were injected intraocularly in intact and glaucomatous rat eyes to examine MEK1 gene
expression in retinal cells in vivo. The time required for AAV-mediated transgene
expression to reach a plateau in the adult rat retina is 3-4 weeks, thus subsequent surgical
procedures were performed over this period after AAV administration (Fig. 1). To
distinguish AAV-mediated MEK1 expression from endogenous MEKI1, we used an
antibody against the HA tag present only in MEK1 transgenes. Robust HA staining was
observed in a large number of cells in the ganglion cell layer (GCL) of retinas treated with
AAV.MEK-CA (Fig. 2A) or AAV.MEK-WT (Fig. 2D), but not in control eyes injected
with AAV.GFP (not shown). Identical expression of AAV-mediated MEK proteins was
observed at 4 and 10 weeks following administration of viral vectors, consistent with
previous observations that AAV vectors mediate long-term transgene expression in the

adult retina '%2%-2!,
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We have previously demonstrated that RGCs are the main cellular targets for
infection when AAV is administered into the vitreous chamber '® 22, To confirm this, we
performed co-localization studies in retinas from eyes that received a single intravitreal
injection of AAV.MEK vectors followed by retrograde labeling of RGCs using FluoroGold
applied to the superior colliculus. Double-labeling experiments demonstrated that the vast
majority of RGCs, visualized with FluoroGold (Figs. 2B, 2E), also produced virally-
mediated MEK1 proteins (Figs. 2C, 2F). In addition, staining was also observed in RGC
dendritic processes extending into the inner plexiform layer (IPL) (Figs. 2G-L). Thus, the
diffuse HA staining detected in the IPL is likely due to the presence of MEK-CA in RGC
dendrites. No signs of inflammation, cytotoxicity, abnormal growth or immune reaction
were detected in any of the eyes following administration of AAVs.

To establish the efficacy of AAV.MEK vectors to stimulate the Erk1/2 pathway in
vivo, we examined the levels of phosphorylated Erkl and Erk2 in whole retinal
homogenates using antibodies that specifically recognize the phosphorylated forms of these
kinases. AAV.MEK-CA significantly increased Erk1l and Erk2 activation above the levels
found in non-treated retinas or in retinas infected with AAV.GFP or AAV.MEK-WT (Fig.
2M), consistent with an increase in MEK activity of the constitutively active mutant
protein. We, and others, have shown that >75% of RGCs can be effectively infected with
recombinant AAV '® 2% In a previous study, we showed that only a small number of
displaced amacrine cells (~8%) in the ganglion cell layer were also infected by AAV, while
no glial cells were transduced '®. Based on these findings, it is likely that changes in protein
phosphorylation largely reflect changes in AAV-infected RGCs. Densitometric analysis
confirmed that a single AAV.MEK-CA injection led to a 2-fold increase in phospho-Erkl
(Student’s t-test: p < 0.05) and a 1.5-fold increase in phospho-Erk2 (Student’s t-test: p <
0.05) with respect to control retinas treated with AAV.MEK-WT (Supplemental Fig. 1).
Western blot analysis using an antibody against the HA tag, present only in the MEK
transgenes, confirmed that both AAV.MEK-CA and AAV.MEK-WT mediate similar
transduction of RGCs. Together, these results indicate that AAV.MEK-CA drives selective

and sustained stimulation of the Erk1/2 pathway in adult RGCs in vivo.
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Intraocular pressure elevation (IOP) in experimental and control groups

Unilateral elevation of IOP was induced in aging, male brown Norway rats after a
single injection of hypertonic solution into one episcleral vein. This model of ocular
hypertension leads to inner retinal atrophy, optic nerve degeneration, and optic nerve head
remodeling similar to that seen in human, age-related glaucoma *°. Of the 78 animals that
underwent ocular hypertension surgery, 68 were used for quantification of neuronal
survival following different AAV treatments, 6 were used for quantification of neuronal
survival in non-treated, glaucomatous eyes, and 4 were used for immunostaining with an
antibody against neurofilament to visualize RGC axons.

Table 1 shows the IOP increase in experimental and control groups throughout the
duration of the study. Baseline mean IOP in both eyes prior to ocular hypertension surgery
was ~27 mm Hg, which is a typical measurement in awake rats that are housed in a constant
light environment to stabilize circadian IOP variations *™ ?®. Mean sustained pressure
elevation among all groups was 17 mm Hg, well within the range of IOP increase observed

in this model

, and the retinal vasculature remained perfused in all eyes. Importantly,
there was no significant difference in the mean, peak or integral IOP among the three
experimental or control groups at 5 weeks or 7 weeks following induction of glaucoma
(Table 1, Row: P Value, ANOVA). Given that the rate of RGC death and optic nerve
damage is proportional to IOP increase in this model 26 the similar increase in IOP among
all groups allowed reliable comparison of the neuroprotective effect of each viral vector

treatment.

Erk1/2 activation protects RGCs from hypertension-induced death

The widespread expression of AAV-mediated MEK-CA in RGCs and its ability to
activate Erk1/2 in vivo prompted us to test its effect on neuronal survival in glaucomatous
eyes (Fig. 1). Following intraocular injection of viral vectors, RGCs were back labeled with
the fluorescent tracer Dil. Unlike other retrograde markers that leak out of the cell bodies
after several weeks, Dil has been shown to persist in RGCs in vivo for periods of up to 9
months without fading or leakage *°. In addition, Dil does not interfere with the function of
living neurons *°. Episcleral vein injection was performed one week after Dil application to

assure that all RGCs were labeled prior to intraocular pressure increase. Retinas were
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examined histologically at 5 and 7 weeks following ocular hypertension surgery to
determine the density of surviving RGCs in all retinal hemispheres. Macrophages and
microglia that may have incorporated Dil after phagocytosis of dying RGCs were excluded
from our quantitative analysis based on their morphology and immunolabeling using
specific markers as described '®.

Injection of AAV vectors was routinely performed in the superior (dorsal)
hemisphere of the eye, consequently, a higher density of RGCs expressing MEK-CA was
always observed in this retinal hemisphere. We anticipated that the effect of MEK-CA on
RGC survival would be most noticeable in retinal regions with the highest density of
infected RGCs. Thus, we compared the effect of AAV.MEK-CA on RGC survival in the
entire retina with that in the superior hemisphere (Fig 3). A single intraocular injection of
AAV.MEK-CA increased RGC survival in the whole eye (Fig. 3A), but most notably in the
superior hemisphere (Fig. 3B) at 5 and 7 weeks after hypertension surgery. For example, at
5 weeks after episcleral vein injection AAV.MEK-CA protected ~77% of the total number
of RGCs in the superior retina compared to ~38% with either AAV.MEK-WT or
AAV.GFP (Table 2; ANOVA, **: P<0.001). Remarkably, in some retinas up to 89% of
RGCs were protected in the superior retinal hemisphere. Neuronal survival in this region
following treatment with AAV.MEK-CA was still significant at 7 weeks post-surgery:
~49% of the total number of RGCs remained alive in contrast to only 22% or 18% of
neurons that survived with AAV.MEK-WT or AAV.GFP, respectively (Table 2; ANOVA,
**: P<0.001). This neuroprotective effect led to higher neuronal densities and better
preservation of cellular integrity than with control vectors (Fig. 4). To examine whether the
increase in RGC density observed with AAV.MEK-CA was due to cell proliferation, we
evaluated the number of Dil-labeled neurons after AAV.MEK-CA injection in normal,
intact retinas. Our analysis demonstrated that the total number of RGCs in intact retinas
treated with AAV.MEK-CA (1,826 + 47, n = 4) was virtually identical to that found in
intact, non-injected retinas (1,849 + 39, n = 9; RGCs/mm?® + S.E.M.). No statistical
difference was found between the two groups (Student’s t test, p = 0.74). These data
strongly suggest that AAV.MEK-CA promotes survival, but not proliferation, of adult
RGCs.
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AAV.MEK-CA treatment reduces RGC axon damage in glaucoma

Glaucoma is characterized by the degeneration of RGC axons in the optic nerve
followed by the progressive loss of cell bodies *" **. Hence, we investigated the effect of
AAV.MEK-CA on RGC axon protection following ocular hypertensive damage. For this
purpose, we examined RGC axons within the retina, which are unmyelinated, as well as in
the optic nerve where axons are ensheathed in myelin. Figure 5 shows intraretinal axons
visualized following staining of whole-mounted retinas with RT-97, an antibody that
recognizes the phosphorylated 200-kDa neurofilament H subunit. Immunoreactive axons
coursed in organized bundles toward the optic nerve head in normal retinas (Fig. 5A). In
retinas treated with the control vector AAV.GFP, intraretinal axon bundles suffered
significant fiber loss at 5 weeks after hypertension surgery (Fig. 5C). Many remaining
fibers had a beaded appearance confirming the progressive axonal degeneration after
glaucomatous injury. In contrast, treatment with AAV.MEK-CA remarkably preserved the
overall structure of RGC intraretinal axon bundles (Fig. 5B).

To further investigate the protective effect of AAV.MEK-CA on RGC axons, we
analyzed optic nerve segments from intact and glaucomatous eyes collected at 1-2 mm
behind the globe, where all axons are myelinated (Fig 6). Optic nerve cross-sections from
AAV.MEK-CA-treated eyes displayed a larger number of axonal fibers with normal
morphology (Fig. 6B) compared to AAV.MEK-WT-treated control eyes, which showed
extensive axon degeneration including disarray of fascicular organization and degradation
of myelin sheaths (Fig. 6C). Quantification of RGC axons demonstrated that AAV-
mediated MEK-CA protected 54% of the total number of axons in the optic nerve at 5
weeks after ocular hypertension surgery, compared to 35% and 32% of axons found in eyes
treated with AAV.MEK-WT or AAV.GFP, respectively (Fig. 5D). Together, these results
strongly suggest that activation of the Erk1/2 pathway via MEK-CA gene transfer protects

RGC soma and axons in this injury model.
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DISCUSSION

There is convincing evidence that the primary form of RGC death in glaucoma
occurs by apoptosis * ¥, but the precise molecular mechanisms that lead to RGC loss
remain undefined. The elucidation of the intracellular signaling pathways that regulate
RGC survival and death is paramount for the design of effective neuroprotective strategies.
The Erk1/2 pathway is a central, evolutionarily conserved mechanism used by several
peptide factors to elicit a broad spectrum of biological activities including cell survival and
axon growth *3¢. Here, we tested a gene therapy strategy using recombinant AAV to
investigate the role of Erk1/2 signaling on the survival of adult rat RGCs in experimental
glaucoma. Our results demonstrate that constitutive activation of Erk1/2 confers striking
structural protection of RGC soma and axons at 5 and 7 weeks after ocular hypertension
surgery. In contrast, AAV vectors carrying genes for either wild-type Erk1/2 or GFP
promoted minimal neuroprotection. The endogenous level of active Erk1/2 in RGCs in non-
treated, glaucomatous retinas is low, similar to that found in intact, non-treated retinas
(Supplemental Figure 2). This finding suggests that AAV.MEK-CA boosts the levels of
active Erk1/2 in RGCs leading to neuroprotection in glaucoma. A major advantage of this
approach over other strategies is that AAV serotype 2 mediates gene transfer to >70% of
RGCs and few displaced amacrine cells '®, but not other retinal cell types, hence Erk1/2
activation is largely restricted to a target neuronal population.

Glaucoma has been defined as an axogenic disease, characterized first by the
degeneration of RGC axons in the optic nerve followed by the progressive loss of cell
bodies . We performed complementary, but independent, quantitative analyses of the
neuroprotective effect of AAV.MEK-CA on two major RGC compartments: soma and
axons. Consistent with the idea that the primary site of degeneration in glaucoma is at the
level of the axon, we found that all eyes had more pronounced axon loss than cell body
loss. However, a single intraocular injection of AAV.MEK-CA effectively protected a
similar proportion of RGC soma and axons within the optic nerve. Of interest, we recently
demonstrated that activation of Erkl1/2 by itself is not sufficient to promote axon
regeneration of axotomized RGCs *’. However, in the context of glaucomatous damage,

AAV MEK-CA effectively preserved the overall structure of RGC axons and optic nerve.
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The protection of all cellular compartments following hypertension damage is key
for the preservation of appropriate neuronal function and vision in glaucoma. Functional
studies in macaque monkeys subjected to experimental glaucoma demonstrated that only
subtle visual field defects are detected with a loss of <50% of RGCs, whereas vision loss
increased dramatically with more advanced glaucoma 3. Thus, structural protection of
>50% of RGC soma and axons, as shown with selective stimulation of the Erk1/2 pathway,
is likely to be sufficient for substantial preservation of visual function in glaucoma. Future
studies are required to evaluate the functional state of the rescued neurons.

Only two other studies have previously explored neuroprotective AAV-based
strategies in rat models of experimental glaucoma: one group investigated the effect of
BDNF gene transfer *, while the other used gene transfer of the caspase inhibitor BIRC4
% The mean IOP increase reported in these previous studies was lower than in our model;
therefore it is difficult to directly compare these data. An advantage of our approach,
however, is that direct stimulation of Erk1/2 in RGCs bypasses the use of exogenous
neurotrophic factors which affect many different cell types and may have adverse side
effects in the retina ' '*'®. In addition, Erk1/2 is an intermediary signaling component that
blocks apoptotic cell death prior to caspase activation. Suppression of apoptosis using
caspase inhibitors is an approach that has been explored with only modest success a
Mitochondrial dysfunction, which marks the point of no return during apoptosis, occurs
even in the presence of caspase inhibition leading to impairment in ATP production and

2 Thus, strategies that halt the

increased production of reactive oxygen species
commitment to die prior to irreversible mitochondrial dysfunction are likely to contribute to
better functional outcome.

The loss of RGCs in human glaucoma often occurs over the course of several
decades, thus it is important to test the long-term efficacy of neuroprotective strategies.
AAYV has been shown to mediate long-term transgene expression that persists in the adult
retina for at least one year after vector administration ** ?'. We show here that AAV
mediates MEK-CA expression in RGCs in vivo for at least several weeks after intraocular
injection of the viral vector. Future studies are key to determine the long-term

neuroprotective effect of AAV.MEK-CA in experimental glaucoma. From a clinical

perspective, intravitreal injection of AAV.MEK-CA may confer neuroprotection of RGCs
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in patients affected by glaucoma used in combination with IOP reducing drugs.
Recombinant AAV efficacy has been demonstrated in numerous gene therapy preclinical
studies and this vector is increasingly being applied to human clinical trials including
neurological conditions ***. These results raise the exciting possibility that AAV.MEK-
CA may have potential as a therapeutic agent for the treatment of glaucoma and other optic

nerve diseases in humans.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Preparation of recombinant AAYV serotype 2 vectors

The constitutively active MEK1 mutant used in our study was created by
substitution of regulatory phosphorylation sites to acidic residues (S218D, S222D) and
deletion of residues 44-55 N-terminal to the consensus catalytic core (MEK-CA; provided
by Dr. N. Ahn, University of Colorado). The MEK-CA ¢cDNA was inserted downstream of
the hybrid chicken B-actin/CMV enhancer promoter in the plasmid pXX-UF12. AAV
vectors were packaged, concentrated and titered as previously described *’. Control AAVs
containing genes that encoded wild-type MEK1 (AAV.MEK-WT) or green fluorescent
protein (AAV.GFP) were generated in identical fashion. The number of infectious
particles/ml (ip/ml) was determined by infectious center assay as described ** and was:
1.7x10' ip/ml for AAV.MEK-CA, 3.7x10'? ip/ml for AAV.MEK-WT and 3.0x10'° ip/ml
for AAV.GFP. No helper adenovirus or wild-type AAV contamination was detected in

these preparations.

Experimental animals and surgical procedures

Surgeries were performed in adult male Brown Norway rats, retired breeders,
between 10-12 months of age (300-400 g), under general anesthesia by intraperitoneal
injection of 1 ml/kg standard rat cocktail consisting of ketamine (100 mg/ml), xylazine (20
mg/ml) and acepromazine (10 mg/ml).

i) Intraocular injection of viral vectors: Viral vectors (5 ul) were injected into the
vitreous chamber of one eye using a 10-ul Hamilton syringe adapted with a 32-gauge
needle. Contralateral, unoperated eyes served as controls. The tip of the needle was inserted

in the superior hemisphere of the eye at a 45° angle through the sclera into the vitreous
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body. This route of administration avoided injury to eye structures, such as the iris or the
lens, reported to promote survival and regeneration of RGCs. Once the tip of the needle
reached the intravitreal space, it was held in place for injection of the viral solution over a
period of ~2 min after which it was gently removed. The site of injection was then sealed
with surgical glue (Indermill, Tyco Health Care, Mansfield, MA, USA).

ii) Retrograde labeling of RGCs: For neuronal survival experiments, RGCs were
retrogradely labeled with 3% Dil (1,1'-dioctadecyl-3,3,3”,3’-tetramethyl-indocarbocyanine
perchlorate; Molecular Probes, Junction City, OR), a fluorescent carbocyanine marker that
persists for several months without fading or leakage and does not interfere with the

function of labeled cells » %,

For retrograde labeling, both superior colliculi, the main
targets of RGCs in the brain *°, were exposed and a small piece of gelfoam (Pharmacia and
Upjohn Inc., Mississauga, ON) soaked in Dil was applied to their surface. Seven days after
Dil application, the time required for labeling the entire RGC population, animals were
subjected to ocular hypertension surgery as described below. For co-labeling experiments,
RGCs were retrogradely labeled with 2% FluoroGold (Fluorochrome, Englewood, CO).

iii) Ocular hypertension surgery: Unilateral and chronic elevation of IOP was
induced as previously described *° using a method that involves injection of a hypertonic
saline solution into an episcleral vein. All the animals involved in this study received only a
single saline vein injection. The eye previously injected with a viral vector was selected for
the procedure and a plastic ring was applied to the ocular equator to confine the injection to
the limbal plexus. A microneedle (30-50 um in diameter) was used to inject 50 pl of sterile
1.85 M NaCl solution through one episcleral vein. The plastic ring temporarily blocked off
other episcleral veins forcing the saline solution into the Schlemm’s canal to create isolated
scarring. Animals were kept in a room with constant low fluorescent light (40-100 lux) to
stabilize circadian IOP variation 2.

iv) Measurement of intraocular pressure (IOP): 10P from glaucomatous and
normal (contralateral) eyes was measured in awake animals using a calibrated tonometer
(TonoPen XL, Medtronic Solan, Jacksonville, FL). Ten to fifteen consecutive readings per
eye were taken and averaged to obtain an accurate daily IOP measurement. IOP was
measured daily for two weeks after ocular hypertension surgery, and then every other day

for the entire duration of the experiment. The mean IOP (mm Hg + S.E.M.) per eye was the
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average of all IOP readings since the onset of pressure elevation. The maximum IOP
measured in each individual eye, glaucomatous or normal contralateral eye, was defined as
the peak IOP and this value was used to estimate the mean peak IOP for each group. The
positive integral IOP was calculated as the area under the IOP curve in the glaucomatous
eye minus that of the fellow normal eye from ocular hypertension surgery to euthanasia.
Integral IOP represents the total, cumulative IOP exposure throughout the entire

experiment.

Quantification of RGC soma and axons

Quantification of RGC bodies or axons was always performed in duplicate and in a
masked fashion. For RGC density counts, rats were deeply anesthetized and perfused
intracardially with 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phosphate buffer and both eyes
were immediately enucleated. Retinas were dissected and flat-mounted on a glass slide
with the ganglion cell layer side up. Under fluorescence microscopy, Dil-labeled neurons
were counted in 12 standard retinal areas as described *°. For axonal counts, animals
received an intracardiac injection of heparin (1,000 wkg) containing sodium nitroprusside
(10 mg/kg) followed by intracardiac perfusion with 2% PFA and 2.5% glutaraldehyde in
0.1 M phosphate buffer. Optic nerves were dissected, fixed in 2% osmium tetroxide, and
embedded in epon resin. Semi-thin sections (0.7-um-thick) were cut on a microtome
(Reichert, Vienna, Austria) and stained with 1% toluidine blue. RGC axons were counted in
five non-overlapping areas of each optic nerve section, encompassing a total area of 5,500
um? per nerve. The five optic nerve areas analyzed included one in the center of the nerve,
two peripheral dorsal and two peripheral ventral regions. The total surface area per optic
nerve cross section was measured using the Northern Eclipse image analysis software, and
this value was used to estimate the total number of axons in each optic nerve. We estimated
that 2% of the total number of axons in the optic nerve and 1.8% of the total number of
RGCs, with respect to the total number of axons and RGCs found in normal retinas, were

sampled in our quantitative analysis.
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Retinal immunohistochemistry

Radial retinal cryosections (16 pm) were prepared and processed as described 2
Monoclonal HA primary antibody (2 ng/ml, clone 12CAS, Roche Diagnostics Corporation,
Indianapolis, USA) or polyclonal phospho-Erk1/2 (10 pg/ml, BioSource Int.) was added
and incubated overnight at 4°C. Sections were then incubated with fluorophore-conjugated
goat anti-mouse IgG (red, 4 pg/ml; Alexa 594, Molecular Probes) or anti-rabbit IgG (Cy3, 1
ug/ml; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc. West Grove, PA) for 1 hr at room
temperature, washed in PBS and mounted using an anti-fade reagent (SlowFade, Molecular
Probes, Eugene, OR). For whole-retina immunostaining, tissue was permeabilized in PBS
containing 2% Triton X-100 and 0.5% DMSQO at 4°C for 3 days, then incubated in blocking
solution (10% NGS in 2% Triton-X100 and 0.5% DMSO) for 1 hr at room temperature.
Retinas were incubated with monoclonal neurofilament (NF) RT-97 antibody, which
recognizes phosphorylated NF-H, (1:200; gift from Dr. J. Wood, McGill University)
followed by incubation with Alexa 594 red goat anti-mouse IgG secondary antibody
(4 pg/ml). Fluorescent staining was examined using a Zeiss Axioskop 2 Plus microscope
(Carl Zeiss Canada, Kirkland, QC) or a Leica TCS-SP1 confocal microscope (Leica

Microsystems, Heidelberg, Germany).

Western blot analysis

Whole retina homogenates and western blots were prepared as previously described
'8 Non-specific binding was blocked by incubating blots in 10 mM Tris (pH 8.0), 150 mM
NaCl, 0.2% Tween 20 (TBST), and 5% lyophilized skim milk for 1h at room temperature.
Membranes were incubated with the following primary antibodies: polyclonal phospho-
Erk1/2 (10 pg/ml), polyclonal Erk1/2 (2.3 pg/ml, BioSource Int.), or monoclonal HA (0.8
p/ml, Roche Diagnostics). Blots were washed in TBST and then incubated with anti-mouse
or anti-rabbit peroxidase-linked secondary antibody (0.5 pg/ml, Amersham Pharmacia,
Baie d’Urfé, QC). Protein signals were detected using a chemiluminescence reagent (ECL,

Amersham Biosciences) followed by exposure of blots to X-OMAT (Kodak) imaging film.
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Figure 1. Outline of the experimental protocol used to test the effect of AAV.MEK-CA
on RGC survival in experimental glaucoma.

Following intraocular injection of viral vectors, RGCs were backlabeled with the
fluorescent tracer Dil. Episcleral vein injection was performed one week after Dil
application to assure that all RGCs were labeled prior to intraocular pressure increase.
Retinas were examined histologically at 5 and 7 weeks following ocular hypertension

surgery to determine the density of surviving RGCs
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Figure 2. AAV mediates MEK-CA gene product expression in adult RGCs.

AAV-mediated MEK-CA (Panels A-C) or MEK-WT (Panels D-F) were visualized using an
antibody against the HA tag present only in MEK1 transgenes. Robust HA staining was
observed in a large number of cell bodies in the ganglion cell layer (GCL) and dendrites in
the inner plexiform layer (IPL) (Panels A and D). RGCs were visualized using the
retrograde tracer FluoroGold (FG) applied to the superior colliculus, the main target for
these neurons in the rat brain (Panels B and E). Superimposition of the HA and FG
staining demonstrated that the vast majority of RGCs expressed MEK-CA (Panel C) or
MEK-WT (Panel F) gene product. HA immunoreactivity was not detected in retinal
sections after intraocular injection of AAV.GFP (data not shown). High-power
magnification demonstrated HA labeling on RGC soma and dendritic processes after
infection with AAV.MEK-CA (Panel G) or AAV.MEK-WT (Panel J). Retrograde labeling
with FG (Panels H and K) confirmed that RGCs expressed HA-tagged MEK proteins
(Panels I and L). In vivo activation of Erk1/2 kinases was detected in retinal homogenates at
4 weeks after injection of AAV.MEK-CA compared to control eyes (Panel M). Western
blots of total retinal extracts were probed with an antibody that selectively recognizes both
Erkl and Erk2 phosphorylated on Thr202/Tyr204 residues. The bottom panels show the
same blot reprobed with an antibody to visualize total Erk1/2 protein or the HA tag, present
only in the MEK transgenes. Scale bars: A-F = 100 um, G-L = 25 um. PS: photoreceptors
segments, ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer;

IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer
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Figure 3. AAV.MEK-CA protects RGCs from hypertension-induced death.

Increased expression of phospho-Erk1/2 in RGCs was observed in the superior (dorsal)
hemisphere (Panel A) compared to the inferior (ventral) hemisphere (Panel B) of
AAV.MEK-CA injected eyes. Scale bars: 50 um. Quantitative analysis of RGC survival
following injection of AAV.MEK-CA (solid bars), AAV.MEK-wt (hatched bars) or
AAV.GFP (white bars) is shown for whole retina (Panel C) or superior hemisphere only,
where AAV vectors were injected (Panel D) (n = 8-13 rats per group). The densities of
RGCs in intact, untreated retinas (gray bars) or glaucomatous, untreated retinas (striped
bars) are shown as reference. MEK-CA gene transfer markedly increased the number of
RGCs that survived at 5 or 7 weeks ocular hypertension surgery (ANOVA: *: P<(.001; **:
P<0.0001). AAV.MEK-CA injection into normal, intact eyes did not increase the number
of RGC:s (cross-hatched bars) strongly suggests that AAV.MEK-CA promotes survival, but
not proliferation, of adult RGCs. Data are expressed as the mean + S.E.M. OPL: outer
plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL: inner plexiform layer; GCL: ganglion cell

layer.
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Figure 4. AAV.MEK-CA protects RGC soma from hypertension-damage

Fluorescence photomicrographs of flat-mounted retinas showing Dil-labeled RGCs in
intact (Panel A) and glaucomatous retinas treated with AAV.MEK-CA (Panel B),
AAV.MEK-GFP (Panel C), or untreated (Panel D) at 5 weeks after ocular hypertension
surgery. Images were taken from the superior, central retina. AAV.MEK-CA treatment led

to higher neuronal densities and better preservation of cellular integrity. Scale bar: 100 pm.
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Figure S. Erk1/2 activation protects intraretinal RGC axons in glaucoma

Confocal microscopy images of intraretinal RGC axons visualized on flat-mounted retinas
stained with RT-97, an antibody that recognizes the phosphorylated 200-kDa neurofilament
H subunit. Immunoreactive axons coursed in organized bundles toward the optic nerve
head in normal retinas (Panel A). Treatment with AAV.MEK-CA remarkably preserved the
overall structure of RGC axon bundles (Panel B), while retinas treated with the control
vector AAV.GFP suffered significant fiber loss at 5 weeks after hypertension surgery
(Panel C). Many remaining fibers had a beaded appearance confirming the progressive

axonal degeneration after glaucomatous injury. Scale bars: 20 um.
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Figure 6. AAV.MEK-CA treatment reduces optic nerve damage in glaucoma.

Cross-sections of optic nerve segments from intact (Panel A) and glaucomatous eyes
treated with AAV.MEK-CA (Panel B) or AAV.MEK-WT (Panel C) at 5 weeks after ocular
hypertension surgery. AAV.MEK-CA-treated eyes displayed a larger number of axonal
fibers with normal morphology compared to AAV.MEK-WT-treated control eyes, which
showed extensive axon degeneration including disarray of fascicular organization and
degradation of myelin sheaths. Panel D shows the quantitative analysis of RGC axons in
the optic nerve following injection of AAV.MEK-CA (solid bar), AAV.MEK-WT (hatched
bar) or AAV.GFP (white bar) (n = 4-7 rats per group). The number of axons in the intact,
uninjured optic nerve is shown as reference (gray bar). MEK-CA gene transfer markedly
protected RGC axons at 5 weeks ocular hypertension surgery (ANOVA: *: P<0.05). Data

are expressed as the mean + S.E.M.
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Supplementary Figure 1. Densitometric analysis on scanned autoradiographic films
obtained from a series of 3 independent western blots each carried out using retinal samples
from distinct experimental groups. The densitometric values obtained for the
phosphorylated (active) Erk1/2 proteins were normalized with respect to their loading
controls (total Erk1/2) in the same blot to obtain the final phosphorylated/total protein
ratios. Our data indicate that a single AAV.MEK-CA injection led to a 2-fold increase in p-
Erkl (Student’s t-test, p < 0.05) and a 1.5-fold increase in p-Erk2 (Student’s t-test, p <
0.05) with respect to control AAV.MEK-WT retinas.
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Supplementary Figure 2. Phospho-Erk1/2 immunoreactivity was examined in retinal
sections from intact, untreated eyes (Panel A) and glaucomatous, untreated eyes at 5 weeks
after ocular hypertension surgery (Panel B). Retinal sections were mounted on the same
slide, processed simultaneously for immunohistochemistry and images were captured using
identical conditions. In each case, retrograde labeling allowed visualization of RGCs. Our
data show that RGCs in non-treated retinas exposed to ocular hypertension display a low,
basal level of p-Erk1/2 similar to that found in normal, non-treated retinas. Scale bar: 50
pm. ONL: outer nuclear layer; OPL: outer plexiform layer; INL: inner nuclear layer; IPL:

inner plexiform layer; GCL: ganglion cell layer
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ANNEXE B

A LI + AAV.GFP B LI + AAV.MEK-ca
Anti-HA

C 2 mois D 4 mois
Anti-HA Anti-HA

AAV.MEK-ca

Dystrophie axonale causée par AAV.MEKI dans le nerf optique. (A) Deux semaines
aprés une microlésion du nerf optique et la blessure du cristallin, les axones proximaux (a
gauche de la blessure indiquée par les étoiles blanches), marqués en vert par I’expression de
la protéine fluorescente verte (GFP) dans les CGRs, présentent une morphologie semblable
aux axones d’un nerf intact (voir article 2, figure 5B). (B) Les axones des CGRs infectées
par AAV.MEK-ca montrent une morphologie dystrophique sévére 2 semaines aprés la
micolésion, visualisés par le marquage immunohistochimique de la séquence peptidique
HA co-exprimée avec MEKI. (C) Dans le nerf intact, AAV.MEK-ca ne provoque pas de
changements morphologiques des axones, 2 mois aprés l’injection du virus. (D) En
revanche, 4 mois aprés l’injection d’AAV.MEK-ca, les axones apparaissent fortement
dystrophiques dans la téte du nerf optique non blessé (en rouge, a droite de la
photographie). Echelles : A-B=200 pm; C-D= 250 pm.
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ANNEXE C
CONTRIBUTIONS AUX ARTICLES

Pour I’article “Extracellular signal-regulated kinase 1/2 mediates survival, but not
regeneration, of adult injured CNS neurons in vive” (Chapitre 2 de la thése), j’ai réalisé
la totalité des expériences a 1’exception de la préparation du virus aprés le sous-clonage du
transgéne (MEK-ca et MEK-wt). J’ai analysé I’ensemble des données et j’ai rédigé 1’article
en collaboration avec ma directrice de recherche, la Dre Adriana Di Polo.

Pour I’article “Brain-derived neurotrophic factor and lens injury act synergistically to
promote retinal ganglion cell survival but lead to optic nerve dystrophy in vivo”
(Chapitre 3 de la theése), j’ai réalisé la totalité des manipulations expérimentales et la
rédaction du manuscrit en collaboration avec ma directrice de recherche, la Dre Adriana Di
Polo.

Pour I’article “Polyamines regulate NMDA-induced retinal ganglion cell death in vivo”
(Chapitre 4 de la thése), j’ai réalisé la totalité des manipulations expérimentales et la

rédaction du manuscrit en collaboration avec ma directrice de recherche, la Dre Adriana Di
Polo.

Pour I’article “Activation of the extracellular signal-regulated kinase ': pathway
protects retinal ganglion cells in experimental glaucoma” (Annexe A de la thése), j’ai
participé en réalisant le sous-clonage des transgénes MEK-ca et MEK-wt, en contribuant a
I’élaboration de la figure 3a et 3b du manuscrit, ainsi que par certains commentaires sur le
texte de I’article.
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ANNEXE D

Faculté de médecine
Département de pathologie et biologie cellulaire
THESES PAR ARTICLES

Les personnes suivantes autorisent :

- Le microfilmage et
- La diffusion de I’article (ou des articles) faisant partie de la thése de :

Nom de I’étudiant : Vincent Pernet.

Titre de article : “Extracellular signal-regulated kinase 1/2 mediates survival, but not

axon regeneration, of adult injured central nervous system neurons in vivo”.

Liste des coauteurs:

Noms: Signatures:

1. Dr. William W. Hauswirth

2. Dr. Adriana Di Polo
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Faculté de médecine
Département de pathologie et biologie cellulaire
THESES PAR ARTICLES

Les personnes suivantes autorisent :

- Le microfilmage et
- La diffusion de I'article (ou des articles) faisant partie de la these de :

Nom de V’étudiant : Vincent Pernet.

Titre de P’article : “Synergistic action of brain-derived neurotrophic factor and lens

injury promotes retinal ganglion cell survival, but leads to optic nerve dystrophy in vivo”,

Liste des coauteurs:

Noms: Signatures:

1. Dr. Adriana D1 Polo




Faculté de médecine
Département de pathologie et biologie cellulaire
THESES PAR ARTICLES

Les personnes suivantes autorisent :

- Le microfilmage et
- La diffusion de I’article (ou des articles) faisant partie de la thése de :

Nom de I’étudiant : Vincent Pemet.

Titre de ’article : “Polyamines regulate NMDA-induced retinal ganglion cell death in

vivo™.

Liste des coauteurs:

Noms: Signatures:

1. Dr. Adriana Di Polo

2. Mr Philippe Bourgeois / ™
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Faculté de médecine
Département de pathologie et biologie cellulaire
THESES PAR ARTICLES

Les personnes suivantes autorisent :

- Le microfilmage et
- La diffusion de I'article (ou des articles) faisant partie de la thése de :

Nom de I’étudiant : Vincent Pernet.

Titre de I’article : “Activation of the extracellular signal-regulated kinase 1/2 pathway

by AAV gene transfer protects retinal ganglion cells in glaucoma”.

Liste des coauteurs:

Noms: Signatures:

I. Dr. Yu Zhou

2. Dr. William W. Hauswirth

3. Dr. Adriana Di Polo






