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cholesterol producers and about the function of cholesterol in the CNS and its
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Nouveaux aspects
du cholestérol
dans le systeme
nerveux central

Thomas Claudepierre, Frank W. Pfrieger

> Le cholestérol est une molécule aux multiples
facettes, remplissant des fonctions essentielles
pour I'organisme et impliquée dans diverses

REVUES

maladies. Cependant, son role dans le systéme
nerveux central reste obscur. Nos travaux réali-
séssurdes cultures de neurones hautement puri-

&

fiés a partir du systeme nerveux central de ron-

geurs suggérent que, durant le développement

w
cérébral, les neurones réduisent leur synthése de g
cholestérol et I'importent des astrocytes via des =
lipoprotéines. Les neurones utilisent ce choles- ‘>f
térol d’origine gliale afin de former de nom- g
breuses synapses fonctionnelles. Ces observa-
tions conduisent a de nouvelles hypothéses
quant au role du cholestérol dans le SNC et a la
fonction des astrocytes comme producteurs du
cholestérol. Afin de vérifier ces hypothéses, de Atip Cnrs/Max-Planck,
nouvelles études clarifiant les fonctions du cho- UPR 2356,
lestérol dans le cerveau et lors de maladies Centre de Neurochimie,
neurodégénératives seront nécessaires. < les astrocytes, qui 5, rue Blaise Pascal,
sécretent le cholesté- 67084 Strashourg Cedex, France.
rol dans des particules  fw-pfrieger@gmx.de
de lipoprotéines riches
en apo-lipoprotéine € (Apo€). D’autre part, les neurones
I 1 e [ du systeme nerveux central (SNC) ont besoin de ce cho-
lestérol provenant de la glie afin de former de nom-
breuses synapses fonctionnelles [9-12]. Les données
Le cholestérol est une molécule multifonctionnelle. Elle  expérimentales ayant conduit a ces hypothéses sont
détermine les propriétés des membranes cellulaires et  présentées dans cet article, et leurs implications discu-
de leurs composants de signalisation [1], sert de pré- tées sur la base des connaissances actuelles sur le
curseurs a la synthése des hormones stéroidiennes [2]  métabolisme du cholestérol.
et regle les fonctions des différents signaux cellulaires
[3]. Compte tenu de ces multiples fonctions, il ”’est pas ~ Preuves expérimentales
surprenant que des déficiences du métabolisme du cho-  d’une nouvelle interaction neurone-glie
lestérol soient a I'origine de graves maladies [4-5].
Cependant, et de maniere étonnante, peu de données Le lien entre la synaptogenése et le cholestérol d’origine
existent sur le r6le du cholestérol dans le systeme ner-  gliale a été suggéré par une série d’études ayant pour
veux [6-8]. but premier de définir "implication des cellules gliales
Deux hypothéses peuvent étre formulées quant a la  dans le développement des synapses [9, 13-15]. €n
fonction du cholestérol dans le cerveau et au réle de la  effet, les cellules gliales reglent plusieurs aspects de la
glie dans son métabolisme. D’une part, il est probable différenciation neuronale et, au cours du développe-
que, au cours du développement post-natal, les neu- ment cérébral, la plupart des synapses ne sont formées
rones réduisent ou arrétent la synthése du cholestérol et qu’aprés la différenciation des astrocytes [16].
’importent a partir d’un sous-type de cellules gliales,  Afin d’étudier "influence de la glie sur la formation et la
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(=) mss fonction des synapses, Pfrieger et Barres [13] ont
1999, n° 5, séparé les cellules neuronales (=) et gliales et mesuré
p- 750

ainsi la formation et les propriétés physiologiques des
synapses dans des cultures purement neuronales. Cette
approche réductionniste a été rendue possible par la
mise au point d’'une méthode de purification et de cul-
ture des cellules ganglionnaires rétiniennes (CGR) de
rats en post-natal [17]. €n co-culture, les cellules
gliales augmentaient de maniére drastique la transmis-
sion synaptique entre les CGR. Ces effets étaient pro-
duits grace a I'intervention d’un ou plusieurs facteurs
solubles libérés par les astrocytes et les oligodendro-
cytes. Enfin, les changements observés n’étaient pas
dus a une augmentation de la survie des neurones ou de
leur excitabilité.

Les cellules gliales induisent-elles la formation des
synapses, ou augmentent-elles I’efficacité des connexions existantes ?
Ces deux questions ont été abordées grace a I’utilisation de micro-cul-
tures dans lesquelles les neurones isolés poussent sur des flots de sub-
strat [14, 15]. Les analyses en immunocytochimie et en microscopie
électronique ont montré que le traitement avec le milieu conditionné
glial (MCG) augmentait de preés de sept fois le nombre de synapses for-
mées par les CGR [14, 15]. U'augmentation du nombre

’ensemble de ces résultats suggere, d’une part, que les
neurones réduisent leur synthese de cholestérol durant
le développement et importent ce composé des astro-
cytes par I'intermédiaire de particules de lipoprotéines.
D’autre part, les neurones utilisent ce cholestérol d’ori-
gine gliale pour former de nombreuses connexions
synaptiques fonctionnelles [11]. Compte tenu du
nombre impressionnant d’études sur les cultures pri-
maires de neurones, il est surprenant que cette dépen-
dance soit passée inapercue. Une explication possible
réside dans le fait que les milieux de culture convention-
nels contiennent des lipoprotéines riches en cholestérol
fournies soit par 'ajout de sérum, soit par la présence
de cellules gliales. De plus, la plupart des cultures sont
préparées a partir de cerveaux embryonnaires dans les-
quels les neurones synthétisent probablement leur
propre cholestérol.

Fonctions du cholestérol dans les synapses

Le scénario décrit précédemment souleve la question du
mécanisme par lequel le cholestérol glial stimule le

de synapses n’était pas due a une augmentation du
nombre de neurites, ce qui indique bien que les cellules
gliales agissent directement sur la formation des

Y
¥o

) ) oy
synapses [9]. De plus, Négler et al. [14] ont démontré * vs
que les facteurs solubles dérivés de la glie stimulent e *
également I'efficacité de la libération de neurotrans- Astrocyte * @
metteurs. L'ensemble de ces résultats démontre qu’un *
ou plusieurs signaux provenant des cellules gliales aug- O @)
mentent le nombre et 'efficacité des synapses. O OOA On
4

Le défi a relever consistait a identifier de ce(s) facteur(s) Ore e ‘: :' Ve

. . : ) ‘I\‘I\“ Y r /
dérivé(s) de la glie, afin de pouvoir analyser ces interac- . -~ ¢ “_ C“‘QQ;

-

tions in vivo et déterminer les mécanismes moléculaires f ® ‘\“~' -4 ‘_“.\ —p
impliqués. Des preuves solides permettent d’affirmer que \ @4') @

la plupart des effets décrits ci-dessus sont induits par le
cholestérol [9]. Tout d’abord, les lipoprotéines extraites
par chromatographie du MCG reproduisent les effets obser-
vés sur I'activité synaptique. Deuxiemement, la réduction
de la concentration en cholestérol a I"aide d’un inhibiteur

de sa synthese réduit de fagon drastique les effets du MGC
sur les neurones. Troisiemement, le blocage de I’entrée des
lipoprotéines dans les neurones par un antagoniste com-
pétitif des récepteurs des LDL (low-density lipoproteins)
abolit Peffet du MCG sur [Pactivité synaptique.
Quatriemement, des marquages cytochimiques des CGR
avec un composé se liant au cholestérol indiquent que le
MCG augmente fortement le cholestérol total dans ces
neurones. Enfin, le cholestérol seul mime la plupart des
effet induits par le MCG sur le nombre et les capacités fonc-
tionnelles des synapses des CGR [14].
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Figure 1. Fonctions du cholestérol dans les synapses. Localisation des domaines
rafts (domaines membranaires lipidiques) riches en cholestérol (en vert): (1) dans
les membranes des vésicules synaptiques (cercle rouge), ol ils participent au
transport axonal par la kinésine (cercle bleu) le long des microtubules (barre
orange); (2) dans les zones pré-synaptiques, au niveau desquelles ils organisent la
machinerie d’exocytose (losange bleu); (3) dans les membranes post-synap-
tiques, ol ils agrégent les récepteurs aux neurotransmetteurs (ovale bleu) ou (4)
dans les stocks extra-synaptiques, pour une mobilisation de ces récepteurs en
fonction de I"activité (flash violet foncé); et, enfin, (5) aux bordures des synapses,
favorisant ainsi I’adhérence cellulaire (rectangle jaune). Les synapses importent le
cholestérol des astrocytes (membrane verte) par I'intermédiaire de particules de

lipoprotéines (cercle vert) et de récepteurs de ces lipoprotéines (hexagone jaune).



développement des synapses. L'explication la plus
simple serait que le cholestérol constitue un composant
structural essentiel de la machinerie synaptique et que
sa disponibilité soit, en conséquence, un facteur limi-
tant 'assemblage des structures synaptiques [12].

Il 'a récemment été montré que la diminution du choles-
térol dans la lignée cellulaire « neuronale » PC12 per-
turbe I’exocytose et que la machinerie d’exocytose
(vésicules et protéines associées) est localisée dans des
micro-domaines membranaires riches en cholestérol
(Figure 1) [18]. De nombreuses données expérimentales
suggerent I’existence de tels domaines, dénommés rafts
(=), dont la fonction est d’organiser les composants de
signalisation dans la membrane plasmique des cellules,
en général, et des synapses neuronales, en particulier
[19]. Ainsi, au niveau présynaptique, une dépendance
de I’exocytose des vésicules vis-a-vis du cholestérol
pourrait expliquer, au moins partiellement, I"observa-
tion selon laquelle le cholestérol augmente I'efficacité

térol cellulaire. Cette notion est renforcée par les tra-
vaux de Thiele et al. [21] qui ont montré que le taux de
cholestérol détermine la disponibilité des vésicules
sécrétrices dans les cellules PC12. De plus, une étude
récente a démontré que le transport des vésicules le
long des microtubules nécessite que leur membrane
renferme du cholestérol [22]. Cela suggére que le trans-
port efficace des vésicules synaptiques vers les termi-
naisons pré-synaptiques (Figure 1) dépendrait de leur
composition en cholestérol. La notion que le cholestérol
est nécessaire a la formation et au transport des vési-
cules pourrait expliquer I'observation selon laquelle le
cholestérol augmente fortement le nombre de vésicules
synaptiques des neurones en culture [9].

Le cholestérol pourrait également favoriser la différen-
ciation post-synaptique. Il a été notamment montré
que les récepteurs des neurotransmetteurs, ainsi que
d’autres composants post-synaptiques, sont associés
aux rafts (Figure 1) [23]. Le cholestérol fourni par les
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de la libération des neurotransmetteurs dans les cul-
tures de CGR [9].
Des études antérieures avaient montré que les vésicules

astrocytes pourrait faciliter, via les rafts, ’agrégation des récepteurs
post-synaptiques et augmenter ainsi les réponses post-synaptiques
[9]. Il est intéressant de noter que les récepteurs associés aux rafts
synaptiques possédent plus de cholestérol que les
autres organites intracellulaires [20]. Ainsi, la bioge-
nése des vésicules pourrait dépendre du taux de choles-

forment une réserve extra-synaptique et que les rafts vont régler la
mobilité latérale de ces récepteurs (Figure 1) [24].

Transfert de
cholestérol entre
astrocytes et neurones

Compartiment synaptique

/ 2

ATP /
Acétyl CoA

Compartiment astrocytaire

Les astrocytes en culture
synthétisent deux a trois
fois plus de cholestérol que
ATP les neurones ou les fibro-
blastes [25] et sécrétent
des particules de lipopro-
téines servant de transpor-

Récupération
des lipoprotéines /Q
) ff\

Cholestérol — \

Synaptogenese
Exces @

e

Llpoprotelnes oxystérols
cholestérol glial (Figure 2)
A« é]

Acétyl CoA

Sécrétion
) des lipoprotéines

teurs de cholestérol in vitro
[26] et in vivo [27]. De
telles propriétés sont com-
patibles avec la notion

Cholestérol

selon laquelle les neurones
dépendent intimement du

La découverte de la dépen-
Figure 2. Transfert du cholestérol des astrocytes aux neurones. Les astrocytes libérent des lipoprotéines (sphére vert clair) ~ dance des neurones vis-a-
contenant du cholestérol (structures chimiques en vert foncé au cceur des lipoprotéines) et de I’Apo€ (trait vert clairdans ~ Vis du cholestérol glial
souléve plusieurs ques-

tions

la membrane des lipoprotéines) a proximité des synapses. Les lipoprotéines sont récupérées par des récepteurs (hexagone

jaune) exprimés au niveau des terminaisons pré- et post-synaptiques. Uactivité électrique (flash violet foncé) pourrait concernant  son

augmenter le nombre de récepteurs des lipoprotéines ou augmenter la synthése et la libération de cholestérol et de lipo- ~ Métabolisme. Les neurones
synthétisent-ils du choles-

térol? Il est clairement

protéines par les astrocytes voisins (fleches pourpres). Le cholestérol serait alors utilisé par les neurones pour la synap-

togenese, 'exces de cholestérol étant éliminé par relargage de particules de lipoprotéines ou d’oxystérols.
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établi que la totalité du cholestérol cérébral est synthéti-
sée localement et non puisé dans la circulation sanguine
[8], mais il n’est pas démontré que les neurones contri-
buent a Iélaboration du stock de cholestérol cérébral.
Pour quelles raisons les neurones choisiraient-ils d’impor-
ter le cholestérol plutot que de le synthétiser? Une raison
probable pourrait résider dans le coit logistique élevé de
la synthese des stérols, qui nécessite une batterie d’en-
zymes consommant I’énergie en grande quantité. Il n’est
pas déraisonnable de penser que les neurones, qui sont
des cellules tres spécialisées dans la production de I’acti-
vité électrique, abandonnent la synthése du cholestérol,
notamment dans les zones synaptiques éloignées du
soma. La dépendance neuronale en cholestérol extérieur
pourrait également varier en fonction des régions céré-
brales considérées et des différents types de neurones. Le
concept selon lequel les cellules gliales sous-traitent la
synthese du cholestérol pour les neurones n’est pas sans
rappeler d’autres exemples de coopération métabolique
entre ces deux types de cellules [28].

Comment les neurones peuvent-ils récupérer le choles-
térol glial? D’une maniere générale, les cellules récupe-
rent le cholestérol grace a deux voies différentes, soit
par 'endocytose de lipoprotéines se liant a des récep-
teurs des LDL, soit par le transfert direct des lipopro-
téines vers la membrane plasmique via des récepteurs
des HDL (high density lipoprotein) [8]. Pour le moment,
le mécanisme par lequel les neurones récupérent ce cho-
lestérol sécrété par les cellules gliales et le mode de
régulation de cet échange restent inconnus.

Implication dans les maladies
neurodégénératives

Le fait que les neurones dépendent du cholestérol astrocy-
taire pour la synaptogenése implique que des interférences
dans le transfert du cholestérol conduisent a une neuro-
dégénérescence. Les molécules impliquées dans la maladie
d’Alzheimer [29] - peptide B-amyloide et isoforme Apo€4 de
I'apolipoprotéine € - pourraient diminuer Iefficacité du
transfert du cholestérol par I'intermédiaire des lipoprotéines
ou perturber son homéostasie dans les neurones [30]. La
mutation d’un gene codant pour une protéine impliquée
dans I'acquisition du cholestérol dérivé des lipoprotéines
induit une maladie neurodégénérative rare, la maladie de
Niemann-Pick de type C [4]. Ces observations renforcent
I'idée que les neurones dépendent in vivo également de I'ap-
port de cholestérol par une source extérieure. Une rupture de
I’lhoméostasie du cholestérol pourrait également contribuer
a d’autres processus neurodégénératifs comme la chorée de
Huntington (=) dont les relations avec ce lipide n'ont pas
été identifiées pour 'instant.

M/Sn® 8, vol. 19, mai 2003

Conclusions et perspectives

Un faisceau de preuves suggere que les neurones rédui-
sent la coliteuse synthése du cholestérol et qu’ils impor-
tent ce lipide des astrocytes afin de 'utiliser lors de la
synaptogenese. €n conséquence, les mécanismes liés a
la formation, a la fonction et a la plasticité des
synapses sont probablement sensibles a des perturba-
tions du métabolisme cérébral du cholestérol. De nou-
veaux modeles de souris devront étre développés, chez
lesquels sera modifié le métabolisme du cholestérol
dans un type cellulaire précis et de fagon spécifique et
contr6lée dans le temps. Par ailleurs, il sera nécessaire
de mettre au point, chez ces animaux, de nouvelles
techniques permettant d’enregistrer le taux de choles-
térol de facon localisée, voire cellulaire, afin de définir
le role du cholestérol dans le dialogue s’établissant
entre cellules gliales et neurones. Les réponses appor-
tées par ces travaux contribueront a mieux comprendre
les fonctions et ’homéostasie du cholestérol dans le
cerveau et son implication lors de processus neurodégé-
nératifs. ¢
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SUMMARY

New views on cholesterol

in the central nervous system

Cholesterol is a multifacetted molecule, which serves as
essential membrane component, as cofactor for signa-
ling molecules and as precursor for steroid hormones.
Despite intense research on the diverse aspects of cho-
lesterol, the role of cholesterol in the nervous system is
still little understood. Our recent studies on primary cul-
tures of highly purified neurons from the rodent central
nervous system (CNS) suggest that during development,
neurons reduce or even abandon cholesterol synthesis
and import cholesterol from astrocytes via lipoproteins.
Neurons use the glia-derived cholesterol to form nume-
rous and efficient synapses. This provokes new ideas
about the role of astrocytes as cholesterol producers
and about the function of cholesterol in the CNS and its
involvement in neurodegenerative diseases. ¢
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