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Résumé ~ Abstract

Résumeé

La maladie de Huntington (MH) résulte d’une expansion de glutamines dans la protéine
huntingtine. Cette mutation lui confere de nouvelles propriétés, dont celle de s’agréger et
de produire une neurodégénérescence, qui malgré l’expression ubiquitaire de la hunting-
tine mutée, est spécifique du striatum. L’objectif de ce travail consistait a explorer le role
de la dopamine dans cette vulnérabilité striatale. Aprés avoir démontré que la huntingtine
mutée est capable d’activer la voie pro-apoptotique JNK/cJun dans des cultures primaires
de neurones striataux (Garcia, Charvin and Caboche, 2004), nous avons étudié ’influence
de la dopamine dans ce modele neuronal. Nous avons alors montré que la dopamine i) ac-
tive la voie pro-apoptotique JNK/cJun en synergie avec la huntingtine mutée via la produc-
tion de radicaux libres, ii) augmente la formation d’agrégats via ’activation des récep-
teurs D2, iii) augmente la toxicité de la huntingtine mutée a travers ces deux effets com-
binés. Ainsi, nos résultats suggerent que la dopamine concourt a la vulnérabilité des neu-
rones striataux exprimant la huntingtine mutée (Charvin et al., 2005). Nous avons ensuite
évalué in vivo U'effet thérapeutique d’un traitement précoce avec un antagoniste des ré-
cepteurs D2 dans un modele murin de MH. Chez des rats infectés dans le striatum par des
lentivirus exprimant la huntingtine normale ou mutée, nous avons montré que ’halopéridol
décanoate retarde la formation des agrégats et protegent les neurones striataux exprimant
la huntingtine mutée (Charvin et al., soumis). Ces travaux mettent en évidence un roéle
potentialisateur de la dopamine dans la vulnérabilité des neurones striataux a la hunting-
tine mutée et ouvrent des perspectives nouvelles de thérapies pour la MH.

Mots clés : vulnérabilité striatale, agrégats, cJun-N terminal Kinase, récepteurs D2, radi-
caux libres, halopéridol.

Dopamine and striatal neurodegeneration in Huntington’s disease : towards the identi-
fication of new therapeutic targets.

Huntington’s disease (HD) is caused by a polyglutamine expansion in the huntingtin pro-
tein. This mutation confers new properties on this protein, including the ability to form
aggregates and to produce a selective degeneration of striatal neurons, despite a ubiqui-
tous expression of mutated huntingtin. The aim of this work was to explore the role of do-
pamine in this striatal vulnerability. We first set up an experimental model, using transient
transfection in primary cultures of striatal neurons. We showed in that model an activation
of the pro-apoptotic JNK/cJun pathway by mutated huntingtin (Garcia, Charvin and Cabo-
che, 2004). In a second step, we combined treatments with low doses of dopamine and
showed i) a potentiation, via reactive oxygen species (ROS), of JNK/cJun activation in-
duced by mutated huntingtin ; ii) an increase of aggregate formation via D2 receptor
stimulation, iii) an amplification of neuronal toxicity via these two combined effects. Thus,
our data strongly support that dopamine is involved in striatal neuron vulnerability in HD
(Charvin et al., 2005). Then, we have evaluated in vivo, the therapeutic effects of a D2
antagonist treatment in a rat model of HD. Rats were infected into the striatum with lenti-
virus expressing either normal or mutated huntingtin. An early treatment with haloperidol
decanoate showed a protection against both aggregate formation and striatal dysfunction
(Charvin et al., soumis). Our results highlight a key role of dopamine in striatal neurons
vulnerability in HD, and offer new therapeutic strategies for the treatment of HD.

Key words : striatal vulnerability, aggregates, cJun-N terminal Kinase, D2 receptors, reac-
tive oxygen species, haloperidol.
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Avant-propos

Conscience, émotions, usage du langage, mémoire, créativité, pensées abstraites... Les
facultés donnant a I’lhomme sa spécificité dépendent de la plus complexe et la plus fasci-
nante structure de notre corps : le cerveau. Les dysfonctionnements observés lors de ma-
ladies neurodégénératives mettent en évidence les capacités et |’organisation du cerveau.
L’augmentation de la durée de vie de la population a fait émerger des maladies neurodé-
génératives qui prennent une place importante dans notre société. Parmi celles-la, la ma-
ladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson comptent parmi les plus fréquentes. La mala-
die de Huntington est une autre de ces maladies neurodégénératives qui se déclarent le
plus fréquemment chez ’adulte. Toutes ces pathologies sont caractérisées par une neuro-
dégénérescence spécifique dans des structures cérébrales définies, les bases moléculaires
de ces atteintes sélectives n’étant pas totalement élucidées.

La Chorée de Huntington est une maladie héréditaire incurable, caractérisée par des
troubles moteurs de type mouvements anormaux, des troubles cognitifs et psychiatriques.
Les symptomes se déclarent généralement entre trente-cing et quarante-deux ans et le
déces survient aprés quinze a vingt ans d’évolution. L’origine de cette maladie est une
expansion de triplets CAG dans l’exon 1 du gene IT15, qui se traduit par une expansion de
glutamines dans la partie N-terminale de la protéine huntingtine.

La huntingtine est une grosse protéine dont la fonction est toujours inconnue et qui
possede de nombreux partenaires protéiques. Elle est exprimée de facon ubiquitaire et se
localise aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme des cellules. La mutation a
’origine de la maladie de Huntington confére a la huntingtine de nouvelles propriétés,
dont celle de former des agrégats intra-neuronaux. Bien que la huntingtine mutée soit ex-
primée dans toutes les cellules de ’organisme, la maladie de Huntington se caractérise
principalement par la perte de neurones dans le striatum. Cette neurodégénérescence est
progressive et constitue la base des symptomes de cette maladie, dont les mécanismes
pathophysiologiques restent inconnus et les traitements symptomatiques.

L’origine de la vulnérabilité préférentielle des neurones striataux a la toxicité de la
huntingtine mutée demeure une question a laquelle il semble difficile de trouver une ré-
ponse. L’environnement de ces cellules pourrait contribuer a cette situation. Ainsi,
"apport de BDNF par les afférences corticales, de méme que U'innervation glutamatergi-
que, pourraient étre impliqués dans la vulnérabilité des neurones striataux. Ces neurones
pourraient également comporter des éléments intrinséques les rendant plus vulnérables
que les autres cellules. En effet, les neurones striataux semblent souffrir d’un déficit

énergétique qui leur est propre dans la maladie de Huntington. Ce sont également les




premieres cellules dans lesquelles se forment les agrégats de huntingtine mutée. Enfin, ce
sont les seules cellules qui activent la voie pro-apoptotique de JNK/c-Jun dans un modéle
pharmacologique de la maladie de Huntington. Le module JNK/c-Jun est impliqué dans
divers processus neurodégénératifs et pourrait participer a la mort des neurones striataux
dans la maladie de Huntington.

Le striatum est la structure cérébrale qui recoit la plus dense innervation dopaminergi-
que. La dopamine est un neuromodulateur qui assure de multiples fonctions cérébrales,
mais qui peut également devenir neurotoxique dans diverses situations pathologiques. Nous
avons émis U’hypothese que la massive innervation dopaminergique du striatum pourrait
contribuer a la vulnérabilité préférentielle des neurones striataux dans le cadre de la ma-

ladie de Huntington.
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1. La maladie de Huntington

1.1. Des sorcieres de Salem a la Chorée de Huntington

En 1692, les habitants de Salem, un petit village situé dans le Massachusetts, aux Etats-
Unis, observent, horrifiés, les étranges mouvements « danseurs » et les acces de colere de
certains de leurs voisins. L’examen médical ne révele aucun trouble physique et les trai-
tements se montrent inefficaces. On en déduit que de tels comportements si anormaux
sont l’ceuvre de sorciéres agissant au nom du diable, et ’on donne a ces troubles le nom
de « Danse de Saint Guy ». Une véritable chasse aux sorcieres commence alors dans ce

village (Figure 1).

Figure 1 : Tableau représentant ’examen d’une <« sorciére » pendant le procés des sorciéres de
Salem. T.H. Matteson, 1853.

Deux siécles plus tard, George Huntington (Figure 2), un jeune médecin de 22 ans, dé-
crit pour la premiere fois la maladie dont souffraient certaines victimes de la chasse aux
« sorciéres ». Le 13 avril 1872, il publie dans une revue médicale un article fondateur inti-
tulé « On Chorea » (De la Chorée) (Huntington, 2003). Le terme de « chorée » vient du
grec « khoreia », la danse, évoquant les mouvements incontrolés et convulsifs des person-
nes atteintes. La description faite par George Huntington est alors remarquablement pré-

cise et concise et permet une trés juste introduction a la maladie qui portera son nom.
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Figure 2 : Portrait du Dr George Huntington (1850-1916).

George Huntington définit ce nouveau type de chorée par trois particularités : « 1. Son
caractere héréditaire. 2. Une tendance a la démence et au suicide. 3. Son apparition en
tant que maladie grave seulement a I’age adulte. » Il fait également une trés juste des-

cription des symptomes de cette chorée et de son évolution.

La maladie de Huntington (MH) est héréditaire

« Quand I’un ou les deux parents ont montré des manifestations de la maladie, et plus
spécialement quand ces manifestations ont été d’une nature sérieuse, presque inévita-
blement un ou plusieurs descendants souffrent de la maladie, s’ils vivent a I’age adulte.
Mais si par chance ces enfants vivent leur vie sans cela, le fil est rompu et les petits-
enfants et arriere-petits-enfants [...] peuvent étre assurés d’étre libérés de la maladie. »
George Huntington décrit ainsi la transmission héréditaire a caractere autosomique domi-
nant de la maladie. Cette description est remarquable a une époque ou les connaissances
en génétique sont encore minces, le support de U’hérédité (les chromosomes) n’étant pas
encore connu, et les travaux de Mendel sur les lois de U’hérédité étant passés inapercus
(Mendel, 1865).

La MH méne a la démence

« Au fur et & mesure que la maladie progresse, I’esprit s’altére plus ou moins, menant
a la démence pour beaucoup, alors que chez d’autres I’esprit et le corps faiblissent tous
deux graduellement jusqu’a ce que la mort les délivre de leurs souffrances. »
Le deuxieme aspect de la maladie que George Huntington décrit est !’apparition d’une
démence et un changement de personnalité. Les changements d’humeur sont souvent les

premiers signes percus par l’entourage des patients atteints de MH.
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La MH est une maladie de I’adulte

« Sa troisieme particularité est son apparition, du moins en tant que maladie grave, a
I’age adulte uniquement. Je ne connais pas un seul cas qui a montré quelque signe de cho-
rée avant I’age de trente ou quarante ans, alors que ceux qui ont passé la quarantieme
année sans aucun symptdme de la maladie, sont rarement atteints. »
La MH est généralement une maladie de l’adulte. Les premiers symptomes apparaissent en
moyenne entre 35 et 42 ans (Quinn and Schrag, 1998). Cependant, la maladie peut se dé-
clarer a n’importe quel age et 7% des cas concernent une forme juvénile de MH, dont les

symptomes apparaissent avant ’age de 21 ans (Figure 3).
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Figure 3 : Distribution de |’age d’apparition des symptomes de la MH.

Données obtenues d’apres un échantillon de 2068 patients, collectées dans le cadre de la « National
Research Roster for Huntington Disease Patients and Families », Indiana University. D’aprés (Foroud
et al., 1999).

La MH se caractérise par des mouvements anormaux

« Cela commence comme une chorée ordinaire peut commencer, par I’activité irréguliere
et spasmodique de certains muscles, comme ceux du visage, des bras, etc. Ces mouve-
ments augmentent graduellement, lorsque les muscles jusqu’ici non affectés adoptent
I’activité spasmodique, jusqu’a ce que tous les muscles du corps soient affectés (a
I’exception des muscles involontaires), et le pauvre patient présente un spectacle qui est
tout sauf plaisant pour celui qui en est témoin.»

Le commencement de la MH est défini par la survenue des symptomes moteurs. Le plus
souvent, l’affection qui améne les malades a consulter un médecin est l’apparition « d’une
maladresse », « d’un tremblement », « d’un trouble de l’équilibre » ou « de tics ». La
premiére anomalie de mouvement involontaire, et souvent le premier symptome, est la
chorée, qui correspond a des mouvements continus et désordonnés (Margolis and Ross,

2003). C’est a cause de ces mouvements involontaires qu’au XVlleme siécle, ces malades
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étaient considérés comme possédés par le diable et qu’ils étaient briilés, comme le furent

les « sorcieres » de Salem.

La MH est une maladie fatale et incurable
« Je n’ai jamais connu de rétablissement ni méme d’amélioration des symptémes dans
cette forme de chorée [...]. Aucun traitement ne semble étre d’aucune utilité, et effecti-
vement de nos jours sa fin est si bien connue par le souffrant et ses amis, qu’un avis mé-
dical est rarement recherché. Elle semble enfin étre I’une des maladies incurables. »
Malheureusement, plus d’un siecle apres cette description de la maladie par George Hun-
tington, et plus de dix ans apres la découverte du gene en cause dans la MH, il n’existe

toujours pas de traitement efficace et cette maladie conduit inexorablement a la mort.

1.2. Découverte de la huntingtine et épidémiologie de la maladie de Hun-

tington

La MH est exceptionnellement fréquente dans un village du Venezuela

En 1972, U'histoire de la MH prend un nouveau tournant lorsque, a l’occasion d’une
conférence médicale, un médecin vénézuélien, Americo Negrette, montre un film qu’il a
réalisé sur les rives du lac Maracaibo, au Venezuela. Ce film montre un village de pécheurs
ou des familles entiéres sont touchées par « le mal de San Vito », comme ’appellent les
habitants, et qu’il identifia comme étant la MH (Okun and Thommi, 2004). Il s’agit de la
plus grande concentration connue de cette maladie. C’est alors que Nancy Wexler, cher-
cheuse américaine dont la mere est atteinte de MH, décide d’étudier cette population.
Elle reconstitue les pedigrees des familles atteintes de MH dans cette région (Figure 4), ce
qui lui permet d’identifier 18.149 individus a travers 10 générations, dont 15.409 sont vi-
vants. Cette population compte 83 familles indépendantes (sans ancétre commun) qui sont
toutes touchées par la MH. Parmi ces familles, l’une d’entre elles comprend 14.761 indivi-
dus qui sont tous descendants d’une seule et méme personne : Maria Concepcion, qui vi-
vait au début du XIX®™ siecle (Wexler A., 1996).
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Figure 4 : Pedigree partiel d’une famille vénézuélienne dont de nombreux membres sont affectés
par la MH. D’aprés (Gusella et al., 1983).

La forte occurrence de la MH dans cette population conduit a la fondation du « U.S.-
Venezuela Collaborative Research Project », un consortium international d’équipes de re-
cherche dont Nancy Wexler est la principale investigatrice. Les échantillons sanguins des
familles vénézuéliennes permettent a cette fondation de localiser, en 1983, le géne asso-
cié a la MH sur le bras court du chromosome 4 (Gusella et al., 1983). Il faudra attendre dix
ans pour que ce gene, et la mutation responsable de la pathologie soient identifiés, en
1993 (Group, 1993). Le gene de la MH fut appelé IT15, pour « Interesting Transcript 15 ». Il
est localisé sur le locus 4p16.3 (Figure 5) et code une protéine, appelée « huntingtine »,

dont les fonctions sont inconnues.
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Figure 5 : Localisation du géne IT15, associé a la MH, sur le locus 4p16.3 (chromosome humain).
La fleche indique la localisation du géne, a extrémité du bras court du chromosome 4 (Gene ID :
3064).

La MH est une maladie a expansion de triplets
Le géne IT15 contient une répétition de codons CAG qui est polymorphe et instable
(Group, 1993). Cette répétition est située dans ’exon 1 du géne IT15 et est donc traduit

en une répétition de glutamines dans la partie N-terminale de la protéine huntingtine. La
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mutation de ce géne qui entraine la pathologie est une expansion de cette répétition dé-

passant le nombre de 40 triplets CAG.

Epidémiologie de la MH

La prévalence de la MH en Europe de l'ouest et Amérique du nord est de 5 a 10 pour
100.000 personnes. Il s’agit de la plus fréquente des maladies neurodégénératives engen-
drées par une expansion de glutamines (Naarding et al., 2001). En France, la MH touche 4
a 8 personnes sur 100.000, ce qui représente environ 6.000 malades et plus de 12.000 por-
teurs de la mutation provisoirement indemnes de signes cliniques (France, 2002).

Cette maladie monogénique se transmet par un mode autosomique dominant.
L’homozygotie est tres rare dans la MH, et le lien entre la dose de huntingtine mutée ex-
primée et les signes phénotypiques est donc difficile a établir. Quelques études suggerent
que, contrairement a la plupart des maladies génétiques, la MH présenterait une domi-
nance compléte, les homozygotes et les hétérozygotes présentant les mémes phénotypes
(age d’apparition, sévérité et progression des symptomes) (Durr et al., 1999; Alonso et al.,
2002). Une autre étude suggere au contraire que chez les homozygotes, la MH progresse
plus rapidement que chez les hétérozygotes, mais que l’age d’apparition des symptomes

serait équivalent (Squitieri et al., 2003).

90 1

Q
Q
% . .
a8 8
c
@
[§]
3
Ty . -
) -
o o .o 7
o .2 : .e -~
TE . e
c @ 60 A~
o ©o * o33 .« *
= o dl
- L p
‘8__0 . /,/
95 504 . . ';:,’J
. .
© . ,!;i-,.-z. .
% ’..':‘-l
o 40 - .«
T
~ e
L] T L} 1
30 40 50 60 70

Taille de la répétition paternelle (nbre de triplets)

Figure 6 : Phénomeéne d’anticipation dans la MH.

Corrélation entre le nombre de triplets chez le descendant et le nombre de triplets chez son pére.
Les points au-dessus de la diagonale représentent les cas ou la taille de la répétition de triplets
augmente au cours de la transmission d’un pére a son enfant. Notez la tendance de la taille de la
répétition CAG a augmenter avec la transmission paternelle de la MH. Données obtenues d’aprés un
échantillon de 84 couples pére-enfant, collectées par le centre « Huntington’s Disease » de Balti-
more. D’apres (Margolis and Ross, 2003).
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L’expansion de triplets CAG rend les chromosomes instables, particulierement lors de
la méiose des gamétes males. Le nombre de répétitions CAG tend alors a augmenter au
cours des générations successives, décrivant ainsi le phénoméne d’anticipation qui carac-
térise la MH, et qui est d’avantage marqué lorsque la maladie est transmise par le pere
(Trottier et al., 1994; Kremer et al., 1995; Ranen et al., 1995) (Figure 6).

Il existe une forte corrélation inverse entre la taille de la répétition CAG dans le gene
IT15 et ’age d’apparition des symptomes : plus la répétition CAG est longue, plus les
symptomes se déclarent précocement (Figure 7) (Kieburtz et al., 1994; Wexler N. S. et al.,
2004).

Ainsi, I’age d’apparition des symptomes de la MH dépend en partie de ’origine paren-
tale de la transmission de la mutation : a cause du phénomeéne d’anticipation, la transmis-
sion paternelle de la MH favorise un age d’apparition précoce par rapport a la transmission
maternelle de la MH. Outre le nombre de répétitions CAG et l’origine parentale de la
transmission de la mutation, il existe d’autres facteurs influencant |’age d’apparition des
symptomes de la MH, de nature génétique, tels que le génotype du géne codant le récep-
teur au glutamate GluR6 (Rubinsztein et al., 1997), ou le polymorphisme de genes modifi-
cateurs dont la ségrégation est liée a celle du gene IT15 (Li et al., 2003; Djousse et al.,

2004), ou de nature environnementale (Wexler N. S. et al., 2004).
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Figure 7 : Corrélation entre ’age d’apparition des symptomes de la MH et la taille de la répétition
de glutamines dans la protéine huntingtine.

Notez la relation curviligne entre les deux variables. Notez également la large variabilité de [’age
d’apparition des symptomes, y compris pour une longueur de répétition donnée. D’aprés (Wexler N.
S. et al., 2004).
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1.3. Aspects cliniques de la maladie de Huntington

La MH est une maladie neurodégénérative qui se déclare généralement entre 35 et 42
ans et qui conduit a la mort aprés 15 a 20 ans d’évolution. Comme George Huntington le
décrivit initialement, cette maladie se caractérise par des troubles moteurs, cognitifs et

psychiatriques qui évoluent de maniere continue au fil du temps.

Changements de personnalité : apathie, agression, irritabilité

Caractérisée par U'indifférence ou la léthargie, ’apathie est l’'un des troubles de la
personnalité les plus fréquents dans la MH. Une personne apathique semble ne plus avoir
d’intérét pour ce qui en avait pour elle jusque la. Elle perd son enthousiasme et sa sponta-
néité. Certains patients atteints de MH perdent également la capacité a controler leurs
émotions. L’instabilité émotionnelle devient évidente lors d’épisodes de colére ou de
grande irritabilité. Le patient est facilement frustré et peut rapidement tomber dans une
grande colére puis se calmer tout aussi rapidement.

Ces symptomes apparaissent souvent avant les signes moteurs et sont difficiles a vivre
pour U’entourage des malades, qui a 'impression de ne plus avoir la méme personne a ses
cotés (http://www.wemove.org/) (Dewhurst et al., 1970; Burns et al., 1990; Jensen et
al., 1993 ; Naarding et al., 2001).

Dépression

Les tentatives de suicide et le taux de dépression sont supposés étre plus fréquents
chez les porteurs de la mutation de la MH par rapport a la population générale, avant
méme ’apparition des troubles moteurs. Toutefois, une étude menée par Shiwach et Nor-
bury montre qu’il n’y a pas d’augmentation de fréquence de désordres psychiatriques chez
les porteurs de la mutation par rapport aux non-porteurs de la mutation dont les parents
souffrent de MH (Shiwach and Norbury, 1994). Par contre, cette étude révele que les per-
sonnes a risque connaissent souvent des épisodes de troubles psychiatriques qui sont pro-
bablement associés a U'incertitude d’avoir hérité de la mutation. Les auteurs concluent

alors que la dépression n’est pas un indicateur significatif de la maladie.

Troubles cognitifs

Les troubles cognitifs apparaissent généralement sous la forme d’un ralentissement des
processus intellectuels. Contrairement a la maladie d’Alzheimer, les patients atteints de
MH ont des déficits dans la récupération des souvenirs mais pas dans le processus de mé-

morisation (Ho et al., 2001).
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Les patients atteints de MH ont des troubles du langage : troubles du décours temporel
de la parole, dysarthrie, troubles de la syntaxe (Teichmann et al., 2005). A un stade tardif,
ils souffrent de troubles de compréhension (Bachoud-Levi et al., 2001).

Les pertes cognitives s’accumulent progressivement et aux stades tardifs de la MH, les

patients sont atteints d’une profonde démence (Ho et al., 2001).

Troubles moteurs : mouvements anormaux

Il est difficile de déterminer précisément a quel moment la MH se déclare. On consi-
dere généralement qu’elle apparait avec les premiers symptomes persistants d’anomalies
motrices, qui peuvent étre de différentes natures. Des troubles oculomoteurs, notamment
de la saccade oculaire, sont souvent observés chez les patients aux stades précoces de la
MH et peuvent étre utilisés pour tester !’apparition de la maladie (Penney et al., 1990;
Berardelli et al., 1999). D’ailleurs, dans la population vénézuélienne du lac Maracaibo, les
familles disent que « la maladie entre par les yeux » (Quinn and Schrag, 1998). D’autres
symptomes moteurs peuvent apparaitre en premier et déterminer le début de la MH : des
mouvements involontaires de la face, des doigts, des pieds ou du thorax.

Les troubles moteurs caractéristiques de la MH sont des mouvements choréiques typi-
ques : involontaires, imprévisibles, brefs, irréguliers, arythmiques, assez stéréotypés, de
grande amplitude, associés a une hypotonie et a une incoordination motrice a |’origine de
troubles de ’équilibre et de difficultés de la marche. Ces mouvements caractéristiques
sont présents chez 90% des patients. Ils se développent graduellement : ils sont initiale-
ment tres discrets et difficiles a détecter, puis évoluent jusqu’a priver les malades de leur
autonomie. Rigidité musculaire, bradykinésie et dystonie apparaissent progressivement et

prédominent au stade final de la MH.

Particularité des formes juvéniles

Certains malades développent les premiers symptomes de MH avant l’age de 21 ans.
Ces formes juvéniles concernent environ 7% des malades MH. Elles sont caractérisées par
des répétitions CAG dans le gene IT15 exceptionnellement longues, atteignant générale-
ment 60 triplets ou plus, sont pratiquement toujours transmises par le pére et présentent
un tableau clinique particulier. En effet, dans les formes juvéniles de MH, les patients preé-
sentent des symptomes moteurs proches de ceux de la maladie de Parkinson, souffrant de
rigidité musculaire et de bradykinésie, en ’absence de chorée (Nance and Myers, 2001).
Cette forme de la maladie est également appelée « variante Westphal » de la MH. Les si-
gnes typiquement associés aux formes juvéniles de MH sont un déclin soudain des perfor-

mances scolaires, des changements dans ’écriture, des problémes de comportements et
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des crises d’épilepsie (http://www.mdvu.org/library/disease/hd/). Les formes juvéniles

de MH présentent une progression relativement rapide comparée a celle des adultes.

Complications de la MH

La perte de poids est ’'une des caractéristiques des stades avancés de MH et n’est pas
liée a une prise alimentaire insuffisante (Popovic et al., 2004).

A cause de la profonde démence et de la dysfonction motrice progressive, les patients
a un stade avancé de MH peuvent ne plus étre capables de marcher, se nourrissent peu,
cessent éventuellement de parler et deviennent incapables de s’occuper d’eux-mémes. Les
malades ne meurent pas de la MH elle-méme mais de complications qui résultent de bles-
sures engendrées par des chutes, d’une nutrition insuffisante, d’infection, d’étouffement,
d’inflammation des poumons ou de défaillance cardiaque (Reed and Chandler, 1958) (Table
1).

Cause principale de déces Pourcentage
Pneumonie 51,1
Autre maladie respiratoire 2,7
Infarctus du myocarde 2,7
Autre défaillance cardiaque 15,9
Autre maladie cardio-vasculaire 1,1
Cause non spécifiée 12,6
Lésions vasculaires du systéme nerveux central 5,5

Lésions non-vasculaires du systéme nerveux central | 2,2
(ex : méningite)

Maladies génito-urinaires (ex : défaillance rénale) 2,7

Maladies gatro-intestinales (ex : cancer du pan- | 1,6
créas)

Suicide 1,6

Table 1 : Causes principales de décés des malades atteints de MH.

Les patients atteints de MH ont une durée de vie plus courte a cause de complications de la MH.
Pneumonie et défaillance cardiaque sont les deux causes les plus fréquentes de mort chez ces ma-
lades. De plus, ces derniers ont un risque plus élevé d’étouffement et de complications respiratoi-
res, de maladies gastro-intestinales et de suicide que la population générale. D’apres (Reed and
Chandler, 1958).
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1.4. Neuropathologie de la maladie de Huntington

La MH est principalement une maladie du striatum

Le processus neurodégénératif de la MH commence dans le striatum, d’abord dans le
noyau caudé puis dans le putamen. La neurodégénérescence évolue progressivement et
touche, aux stades tardifs de la maladie, le cortex cérébral, au niveau des couches I, V et
VI, dont les neurones se projettent sur le striatum (Hedreen et al., 1991; Peschanski et al.,
1995). D’apres les études réalisées en imagerie cérébrale, la durée de la maladie est for-
tement corrélée a ’atrophie du striatum, alors que la lésion du cortex cérébral est liée a
l’age du patient (Peschanski et al., 1995).

Les cerveaux post-mortem de patients a des stades avancés de MH sont caractérisés par
la dilatation des ventricules latéraux résultant de ’atrophie du striatum (Figure 8). La dé-
générescence neuronale s’accompagne d’une forte réaction astrogliale (Robitaille et al.,
1997).

NORMAL HUNTINGTON

Figure 8 : Coupes frontales de demis-cerveaux post-mortem d’un individu controle (a gauche) et
d’un patient atteint de MH (a droite).

Notez que le striatum (noyau caudé et putamen) est sévérement atrophié sur le cerveau MH. Notez
que le cortex cérébral est également atrophié a ce stade de la maladie.

En 1985, Vonsattel et al. proposent un systéme de gradation de la sévérité de
’atteinte neuropathologique reposant sur des critéres macro- et micro-scopiques
(Vonsattel et al., 1985). Cing grades ont été définis, du grade 0 (aucune anomalie neuro-
pathologique discernable) au grade 4 (perte de 95% des neurones dans le noyau caudé). Les
changements neuropathologiques dans le striatum progressent suivant les axes antéro-

postérieur, latéro-médian, et ventro-dorsal au cours des grades 1 a 3, avec une dégénéres-
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cence trés sévere de tout le striatum au grade 4. Ces grades dans la MH qui sont définis par
la neuropathologie du striatum sont étroitement corrélés a ’évolution des symptomes cli-
niques, ce qui associe effectivement la MH a une maladie du striatum (Myers et al., 1988;
Peschanski et al., 1995).

La MH est caractérisée par la dégénérescence sélective des neurones épineux de
taille moyenne

Le striatum n’est pas affecté de maniere uniforme dans la MH. Les neurones de projec-
tion, qui sont des neurones épineux GABAergiques de taille moyenne et qui représentent
plus de 95% des neurones striataux (Mitchell et al., 1999), sont particulierement vulnéra-
bles dans la MH (Graveland et al., 1985). Au contraire, les interneurones sont préservés, y
compris aux stades tardifs de la maladie (Ferrante et al., 1985; Mitchell et al., 1999). En
2000, Glass et al. montrent, par une étude de liaison de neurotransmetteur, que parmi les
neurones de projection, ce sont les neurones qui expriment les récepteurs dopaminergi-

ques de type D2 qui dégénerent les premiers dans la MH (Glass et al., 2000) (Figure 9).
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NORMAL GRADE 0
STHIATUM STRIATUM

A SUBSTANTIA NIGRA B SUBSTANTIA NIGRA
(GRADE 1] |GRADE 3]
STRIATUM STRIATUM

C SUBSTANTIA NIGRA D SUBSTANTIA NIGRA

Figure 9 : Schéma résumant la relation entre le grade de la MH défini par Vonsattel et la dégéné-
rescence des neurones striataux en fonction de leurs récepteurs membranaires.

(A) Régionalisation des récepteurs membranaires neuronaux dans le striatum d’un individu contréle.
(B) Grade 0 : début de dégénérescence des neurones striataux exprimant les récepteurs dopaminer-
giques de type D2. (C) Grade 1: début de dégénérescence des neurones striataux exprimant les
récepteurs dopaminergiques de type D1 et les récepteurs cannabinoides (CB1). (D) Grade 3 : dégé-
nérescence de toutes les sous-populations de neurones épineux de taille moyenne dans le striatum.
D’aprés (Glass et al., 2000).

La MH est caractérisée par la présence d’agrégats intraneuronaux

Les cerveaux de patients atteints de MH sont caractérisés par la présence d’agrégats
protéiques insolubles. Les maladies a expansion de glutamines sont typiquement associées
a la présence de ce type d’agrégats, comme d’autres maladies neurodégénératives telles
que la maladie de Parkinson et ses corps de Lewy, la maladie d’Alzheimer et ses plaques
amyloides ou encore la sclérose latérale amyotrophique et ses corps de Bunina (Bertram
and Tanzi, 2005) (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma récapitulant la localisation anatomique et les changements macro- et micro-
scopiques caractéristiques de quelques maladies neurodégénératives marquées par la présence
d’agrégats.

HD : maladie de Huntington, LBD : démence a corps de Lewy, FTD : démence fronto-temporal, AD :
maladie d’Alzheimer, PD : maladie de Parkinson, ALS : sclérose latérale amyotrophique. D’apres
(Bertram and Tanzi, 2005).

Dans la MH, ces agrégats sont ubiquitinés et sont localisés dans le noyau ou le cyto-
plasme (soma et neurites) des neurones (DiFiglia et al., 1997; Gutekunst et al., 1999). Ils
sont principalement présents dans le noyau caudé, le putamen et le cortex cérébral
(Hoffner et al., 2005).

1.5. Lien entre la chorée et la dégénérescence striatale

Le striatum est le plus large composant des ganglions de la base et en est la cible ma-
jeure des afférences corticales. Les ganglions de la base sont un ensemble de noyaux sous-
corticaux qui ont un role direct dans le systéme moteur (Figure 11).

Cette anatomie place les ganglions de la base au premier plan pour influencer les fonc-
tions exécutives du cortex frontal, telles que la planification des mouvements mais égale-
ment certains comportements cognitifs (Graybiel, 2000). Les informations en provenance
des aires frontales, préfrontales et pariétales du cortex traversent les ganglions de la base

et retournent a l’aire motrice supplémentaire (AMS) via le thalamus (Figure 12).

18



La maladie de Huntington

T AT
Neocortex ___ T ) ‘.
Noyau caude

Putamen __ \\]
b ™ ‘f\
! v | J
Thalamus - i # I ¥ ;\
Noyau _ 1I
sous-thalamique - a ‘/
Rn 2 N A

Figure 11 : Anatomie simplifiée du cerveau présentant les structures majeures des ganglions de la
base : le striatum (noyau caudé + putamen), globus pallidus (segments externe et interne), noyau
sous-thalamique et substance noire.

D’aprés (Graybiel, 2000).

Albin et al. ont développé, en 1989, un modéle classique décrivant deux voies neurona-
les motrices majeures qui agissent en opposition et qui est, théoriquement, en accord avec
les troubles moteurs observés dans la MH (Albin et al., 1989). La « voie directe » provoque
les mouvements par le relai de deux synapses inhibitrices successives : l’une entre le stria-
tum et le globus pallidus interne (GPi), puis l’autre entre le GPi et le thalamus (Figure 12).
Par cette voie, les afférences excitatrices du cortex désinhibent ainsi les neurones thala-
miques. La « voie indirecte » inhibe les mouvements par quatre connections successives :
synapse inhibitrice entre le striatum et le globus pallidus externe (GPe), puis synapse inhi-
bitrice entre le GPe et le noyau sous-thalamique, synapse excitatrice entre le noyau sous-
thalamique et le GPi, et enfin synapse inhibitrice entre le GPi et le thalamus. Cette voie
maintient donc U’inhibition des neurones thalamiques. Par ce systéme, le striatum exerce
une action facilitatrice sur le mouvement en focalisant les informations en provenance de
différentes régions corticales sur I’AMS, via la voie directe. Il agit également comme un
filtre bloquant la réalisation des mouvements lorsque ceux-ci sont inadaptés, via la voie
indirecte.

Bien que les récepteurs dopaminergiques de types D1 et D2 soient colocalisés sur cer-
tains neurones striataux (Surmeier et al., 1996), les récepteurs D1 sont principalement
exprimés sur les neurones striataux de la voie directe et stimulent ainsi cette voie. Au
contraire, les récepteurs dopaminergiques de type D2 sont principalement exprimés sur les
neurones striataux de la voie indirecte et inhibent ainsi cette voie. Par ses afférences do-
paminergiques, la substance noire joue alors un role régulateur de ce systéme moteur, via

le striatum.
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Figure 12 : Connections neuronales motrices impliquant le striatum (putamen).

La voie directe, qui a pour conséquence le déclenchement d’un mouvement, est composée de deux
connections GABAergiques successives, entre le putamen et le globus pallidus interne (GPi) puis
entre le GPi et le thalamus. Par cette voie, les entrées excitatrices (glutamatergiques, en bleu) du
cortex vers le putamen désinhibent les neurones thalamiques.

La voie indirecte, qui conduit a Uinhibition d’'un mouvement, compte une étape supplémentaire
apres le gobus pallidus externe (GPe) entrainant l’excitation du GPi par le noyau sous-thalamique.
La dopamine module le systeme, principalement au niveau du striatum, ou elle stimule les récep-
teurs de type D1 et D2.

D’apres les ressources de ’université de Floride, USA (http://medinfo.ufl.edu/) et (Graybiel, 2000).

Dans la MH, ce sont les neurones striataux qui se projettent sur le GPe qui dégénérent
les premiers, des le grade 0 de la maladie. D’aprés ce modeéle, la perte de ces neurones
diminue ’inhibition exercée par la voie indirecte, provoquant un déséquilibre en faveur de
la voie directe. Les mouvements sont alors initiés et ne peuvent plus étre controlés ni
stoppés, ce qui se traduit par les mouvements choréiques (Albin et al., 1989). Aux stades
plus tardifs de la MH, la perte générale des neurones striataux de projection (y compris
ceux de la voie directe) entraine une dysfonction motrice drastique qui résulte en une bra-

dykinésie.
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2. La huntingtine

2.1. A la recherche de fonctions pour la huntingtine

La structure de la huntingtine ne révéele pas sa fonction biologique

La huntingtine humaine est une grosse protéine de 348 kDa composée de 3144 acides
aminés (référence prise avec 23 répétitions de glutamines). Le domaine a répétition de
glutamines (polyQ), qui commence a partir du 18°™ acide aminé, contient généralement
entre 10 et 35 résidus glutamines chez les individus sains, et s’étend au-dela de 37 gluta-
mines chez les malades MH. Un domaine riche en prolines (polyP) est adjacent au domaine
polyQ. Ces répétitions (polyQ et polyP) ne sont pas conservées entre les especes (Harjes
and Wanker, 2003; Li and Li, 2004) (Figure 13). En effet, alors que la huntingtine humaine
comporte normalement entre 10 et 35 glutamines, celles du rat et de la souris n’en posse-
dent que 8 et 7 respectivement, celle du Tetraodon n’en a que 4 (Figure 13) et la hunting-
tine de la Drosophile est dépourvue de région riche en glutamines (GenBank Accession
number : AF177386). Puisque cette région n’a pas été conservée entre les especes, cela

suggere que la séquence polyQ n’est pas déterminante pour la fonction de la huntingtine

normale.
(@)
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PSD-95 HIP14 Pig 19551
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Figure 13 : Domaines structuraux composant la huntingtine et comparaison de séquences entre
différentes espéces.

(a) La huntingtine contient une région riche en glutamines (PolyQ, en vert) et en prolines (PRO, en
rouge) a 'extrémité N-terminale, et 10 répétitions HEAT réparties en clusters (en bleu). (b) Exem-
ples de partenaires protéiques de la huntingtine interagissant avec les régions polyQ/PRO et/ou le
1°" cluster de répétition HEAT. Notez que la comparaison de séquences en acides aminés de la hun-
tingtine entre différentes espéces révele que la région polyQ/PRO est seulement partiellement
conservée (a), alors que les répétitions HEAT sont fortement conservées (c). (d) Structure tertiaire
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des répétitions HEAT, illustrée par la sous-unité PR65/A de la protéine phosphatase 2A. Les répéti-
tions HEAT forment des hélices a hydrophobes qui s’assemblent en une super-hélice allongée conte-
nant un sillon favorable aux interactions protéine-protéine. Les clusters de répétitions HEAT de la
huntingtine devraient adopter la méme structure. D’apreés (Harjes and Wanker, 2003).

Malgré sa grande taille, la huntingtine contient peu de motifs connus dans sa séquence,
ce qui rend difficile l’identification du role biologique de cette protéine. L’une des carac-
téristiques structurales de la huntingtine est la présence de répétitions HEAT (Huntingtine,
facteur d’Elongation 3, sous-unité régulatrice de la protéine phosphatase 2A et TOR1), qui
sont des séquences de 40 acides aminés organisées en clusters (Figure 13). La fonction des
répétitions HEAT n’est pas clairement identifiée, mais elles sont généralement présentes
dans des protéines qui sont impliquées dans le transport intracellulaire et la ségrégation

des chromosomes (Neuwald and Hirano, 2000).

Le profil d’expression de la huntingtine ne dévoile pas non plus sa fonction

La protéine huntingtine est ubiquitaire, a la fois dans le cerveau et les tissus périphéri-
ques, avec de forts niveaux d’expression dans le cerveau, et les testicules (Li et al., 1993;
Strong et al., 1993; Trottier et al., 1995). Dans le cerveau, la huntingtine est essentielle-
ment exprimée dans les neurones et tres faiblement dans les cellules gliales
(Landwehrmeyer et al., 1995). Son niveau d’expression refléte généralement la densité
neuronale de la structure, qui est la plus élevée dans le cervelet, I’hippocampe et les bul-
bes olfactifs (Li et al., 1993; Strong et al., 1993). Dans les neurones, la huntingtine est
présente dans tous les compartiments cytoplasmiques, que ce soit le soma, les dendrites,
’axone, ou encore les terminaisons synaptiques (Sharp et al., 1995). Elle est également
présente dans le noyau (De Rooij et al., 1996; Kegel et al., 2002). Ainsi, [’expression et la
localisation sub-cellulaire ubiquitaires de la huntingtine ne permettent pas de déterminer

le role de cette protéine.

La huntingtine joue un réle dans la survie cellulaire

Afin de comprendre la fonction normale de la huntingtine, plusieurs équipes ont créé
des modeles murins knock-out pour le gene homologue du gene codant la huntingtine.
Chez tous ces modeles, l’absence de huntingtine entraine une anomalie de la gastrulation
avec mort cellulaire étendue au niveau de ’ectoderme au stade E7,5 et une mort em-
bryonnaire avant le jour E8,5 (Duyao et al., 1995; Nasir et al., 1995; Zeitlin et al., 1995).
Ces données convergentes suggerent fortement que la huntingtine joue un role vital au
cours du développement embryonnaire.

Pour contourner cette létalité embryonnaire, un modele murin de KO conditionnel a

été créé par Dragatsis et al. en utilisant le systéeme Cre/LoxP. La délétion de la huntingtine
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a ’age adulte dans le cerveau et les testicules conduit a une dégénérescence neuronale
progressive et a la stérilité des animaux (Dragatsis et al., 2000). Ainsi, la huntingtine sem-
ble jouer un role important dans la survie cellulaire, que ce soit au cours du développe-
ment embryonnaire ou a I’age adulte.

Chez ’homme, la délétion du gene codant la huntingtine se produit lorsque la partie
distale du chromosome 4 est partiellement délétée, au niveau de la région 4p16.3 (Figure
5). Cette délétion provoque le syndrome de Wolf Hirschhorn qui est caractérisé par un re-

tard mental et de croissance, avec un déces prématuré a |’age de deux ans.

La huntingtine interagit avec de nombreuses protéines qui sont impliquées dans di-
verses fonctions cellulaires

Le role biologique de la huntingtine n’est toujours pas clairement identifié. Par contre,
la liste des protéines qui interagissent avec elle ne cesse d’augmenter. Ces partenaires de
la huntingtine peuvent étre regroupés en familles fonctionnelles : les plus grandes familles
rassemblent des protéines intervenant dans la régulation de la transcription, le transport
ou la signalisation intracellulaires. La derniére famille regroupe les protéines impliquées
dans le métabolisme (Li and Li, 2004) (Table 2).
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Nom du parte- Fonction Zone d’interaction Effet de
naire de la htt sur la htt I'expansion
polyQ
Transcription
CA150 Activateur polyP aucun
CBP Co-activateur aa 1-588 2
CtBP Co-répresseur aa 182-186 N
HYP-A, B Facteurs d’épissage de ARN polyP 2
HYP-C Facteur de transcription polyP 2
NcoR Co-répresseur aa 1-171 2
NF-kB Facteur de transcription Répétitions HEAT inconnu
Sin3a Répresseur aa 1-171 2
Sp1 Activateur aa 1-171 2
TAFI11130 Co-activateur aa 1-480 aucun
TBP Facteur de base de la transcription inconnue inconnu
p53 Facteur de transcription polyP aucun
REST-NRSE Suppresseur aa 1-548 N
Symplekine Polyadénilation de ’ARNm N-term inconnu
Transport intracellulaire et endocytose
a-adaptine-C Coating des vésicules N-term N
B-tubuline Cytosquelette, transport inconnue aucun
HAP1 Transport, endocytose aa 1-230 2
HIP1 Endocytose, pro-apoptotique aa 1-540 N
HIP14 Transport, endocytose aa 1-150 N
Optineurine Exocytose N-term inconnu
PACSIN1 Endocytose polyP Ve
PSD-95 Morphologie synaptique polyP N
SH3GL3 Endocytose et recyclage de vésicules polyP 2
Signalisation
Akt/PKB Kinase S421 aucun
Calmoduline Liaison du calcium inconnue 2
Calpaines Clivage protéique aa 430-550 2
Caspases (2,3,6,7) Clivage protéique aa 500-600 7 (caspase 2)
CIP-4 Voie de signalisation de cdc-42 polyP 2
FIP2 (HYP-L) Partenaire de la GTPase Rab8 aa 1-550 inconnu
GRb2 Voie de signalisation de UEGF polyP inconnu
IP5-R1 Canal de libération de calcium aa 1-158 2
MLK2 Kinase de la voie JNK polyP N
RasGAP Activatrice de la GTPase Ras polyP inconnu
SGK Kinase S421 N
Métabolisme
CBS Enzyme métabolique aa 1-171 aucun
GAPDH Enzyme glycolitique polyP 2
hE2-25K (HIP2) Dégradation des protéines mal conformées N-term aucun
Sous-unité P31 Dégradation des protéines ubiquitinées N-term aucun

régulatrice  du
protéasome 265

Table 2 : Protéines interagissant avec la huntingtine.

Les partenaires protéiques de la huntingtine (htt) peuvent étre regroupés selon leur fonction :
transcription, transport intracellulaire et endocytose, signalisation et métabolisme. Le tableau indi-
que la région de la huntingtine qui interagit avec ces partenaires et ’effet de [’expansion de gluta-
mines sur cette interaction : ’interaction entre la huntingtine et son partenaire est renforcée (7)
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ou au contraire affaiblie (¥) lorsque la huntingtine est mutée. Notez que toutes les interactions
identifiées se font avec la partie N-terminale de la huntingtine (aa 1-588). Ce tableau a été adapté
et complété d’aprés (Faber et al., 1998; Li and Li, 2004).

2.1.1. La huntingtine, régulatrice de la transcription

La huntingtine interagit avec de nombreux régulateurs de la transcription, tels que
p53, les co-activateurs CA150 et la CBP (CAMP response-element binding protein (CREB)-
binding protein), et le co-répresseur CtBP (C-terminal binding protein) (Steffan et al.,
2000; Holbert et al., 2001; Kegel et al., 2002) (Table 2). Toutefois, le role précis de la
huntingtine dans la transcription n’est toujours pas clairement identifié. Elle ne posséde
pas dans sa séquence de site de liaison a ADN. En revanche, les régions riches en gluta-
mines sont des interfaces privilégiées pour l’orchestration de l’action des facteurs de

transcription. La huntingtine pourrait ainsi agir en tant que régulatrice de la transcription.

La huntingtine, activateur de la transcription de certains génes

La huntingtine se lie a "activateur de transcription Sp1 (specificity protein 1) et au co-
activateur TAF,130 (TBP associated factor Il 130) (Dunah et al., 2002) (Table 2). Sp1 est
ubiquitaire et sa fonction majeure consiste a recruter le facteur de transcription TFIID a
U’ADN (Pugh and Tjian, 1990). TFIID est un complexe contenant la TBP (TATA box binding
protein) et de multiples facteurs tels que TAF;130. Ce dernier interagit directement avec
Sp1 et stimule ’activation de la transcription génique. L’interaction de la huntingtine a la
fois avec Sp1 et avec TAF;130 lui suggere un role de plateforme qui relie Sp1 a la machine-
rie transcriptionnelle de base (Dunah et al., 2002; Li et al., 2002). La huntingtine pourrait
renforcer le lien entre ’activateur de transcription Sp1 lié a UADN et le complexe multi-
protéique TFIID et ainsi stimuler la transcription des genes cibles (Harjes and Wanker,
2003) (Figure 14).

Normal s
Q Huntingtin

B, RNA .
@polvmrau Il _dopamine Dz receptor gene

Figure 14 : Modéle représentant l’intervention de la huntingtine dans la transcription médiée par
Sp1 et TAF||130.

L’activateur de transcription Sp1 se lie a ’ADN au niveau d’une « boite-GC » dans le promoteur des
geénes cibles (par exemple celui du géne codant le récepteur dopaminergique de type D2). Sp1 re-
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crute le complexe TFIID par son interaction spécifique avec la région riche en glutamines de la pro-
téine TAF,130. L’interface polyQ sert de « pont » entre Sp1 et la machinerie transcriptionnelle re-
quise pour recruter I’ARN polymérase Il. La huntingtine permettrait de consolider ce « pont » néces-
saire a la transcription de certains génes. Schéma adapté d’aprés (Freiman and Tjian, 2002; Harjes
and Wanker, 2003).

La huntingtine, répresseur de la transcription d’autres génes

La huntingtine pourrait également intervenir dans la répression de la transcription gé-
nique. En effet, elle se lie directement au complexe de répresseurs contenant NcoR (Nu-
clear receptor co-Repressor) et Sin3a (Boutell et al., 1999). Ce complexe inhibe la trans-
cription induite par les récepteurs nucléaires tels que les récepteurs a l’acide rétinoique
(RAR) (Nagy et al., 1997). NcoR fait le lien entre les histones déacétylases et les protéines
qui se fixent a des séquences spécifiques de ’ADN (Alland et al., 1997; Heinzel et al.,
1997). NcoR interagit également directement avec les facteurs de transcription tels que
TFIIB (Nagy et al., 1997). Puisque la huntingtine interagit directement avec NcoR, Sin3a et
TAF,130, il semble possible que la huntingtine relie le complexe répresseur NcoR/Sin3a a
la machinerie transcriptionnelle de base et module ainsi la répression de la transcription
(Harjes and Wanker, 2003) (Figure 15). Cette hypothese est confortée par les analyses gé-
nomiques par puces a ADN qui indiquent une dérégulation de la transcription par
NcoR/Sin3a dans un modéle murin de la MH (Luthi-Carter et al., 2000).

Normal

sequence-specific
transcription factor histone deacetylation and

nuclcosome condensation

basal machinery
TFIIR and TAFs

Figure 15 : Modéle simplifié représentant l’intervention de la huntingtine dans la répression de la
transcription par NcoR et Sin3a.

Le répresseur NcoR fait le lien entre le facteur de transcription et les histones déacétylases (HDAC)
dans le géne cible. NcoR se lie également avec les éléments de la machinerie transcriptionnelle de
base, jouant ainsi son role de répresseur. La huntingtine, en interagissant a la fois avec Sin3a, NcoR
et la machinerie transcriptionnelle, favoriserait la formation de ce complexe répresseur. Schéma
adapté d’apres (Jones, 1999; Harjes and Wanker, 2003).
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La huntingtine, navette pour facteurs de transcription

L’unique motif structural connu que possede la huntingtine est la répétition HEAT (Fi-
gure 13). Ce motif est caractéristique de protéines assurant le transport intranucléaire,
telles que les importines qui assurent 'import de protéines dans le noyau (Vetter et al.,
1999), ou encore les condensines et les cohesines qui sont impliquées dans la ségrégation
des chromosomes (Neuwald and Hirano, 2000). La huntingtine pourrait alors moduler
’activité des facteurs de transcription en leur assurant un role de transporteur entre le

cytoplasme et le noyau (Cattaneo et al., 2001; Rangone et al., 2004) (Figure 16).
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Figure 16 : Modeéle représentant ’intervention de la huntingtine dans le transport des facteurs de
transcription.

D’apres ce modele, la huntingtine (htt) et le facteur de transcription de lient dans le cytoplasme.
L’intervention d’une GTPase permet le passage de ce complexe a travers le pore nucléaire. Une fois
dans le cytoplasme, la huntingtine et le facteur de transcription se séparent, rendant ce dernier
fonctionnel. Schéma adapté d’apres (Brody and Biesecker, 1997).

2.1.2. La huntingtine, protéine d’endocytose et de transport des vésicules a cla-
thrine

La huntingtine, régulatrice de la formation des vésicules a clathrine
La huntingtine est a la fois présente dans le noyau et dans le cytoplasme. Elle a de
nombreux partenaires protéiques dans les deux compartiments. Dans le cytoplasme, elle
interagit avec les endosomes de recyclage, le réticulum endoplasmique, l’appareil de Golgi
et les vésicules recouvertes de clathrine (DiFiglia et al., 1995; Gutekunst et al., 1998; Ve-
lier et al., 1998; Hilditch-Maguire et al., 2000). Ce réseau d’interactions suggere que la

huntingtine participe au fonctionnement de la synapse (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma présentant les protéines impliquées dans l’exocytose, l’endocytose et la signali-

sation au niveau de la synapse.
Les protéines dont le nom est souligné interagissent avec la huntingtine (Table 2) et celles dont le
nom est en caractéres gras ont été associées a la MH. D’aprés (Smith et al., 2005).

La huntingtine interagit avec HIP1 (Huntingtin-Interacting Protein 1), une protéine im-
portante pour la formation de vésicule d’endocytose recouverte de clathrine (Figure 18).
HIP1 forme un hétérodimére avec HIP1R (HIP1-related protein) et recrute ainsi la clathrine
et la protéine adaptatrice AP2 (Adaptor Protein 2) a la membrane plasmique puis stimule
’assemblage de la clathrine (Engqvist-Goldstein et al., 1999; Engqvist-Goldstein et al.,
2001; Metzler et al., 2001; Mishra et al., 2001; Waelter et al., 2001). La huntingtine inte-
ragit également directement avec la sous-unité a-adaptin-C de la protéine AP2 (Table 2).
Ainsi, AP2, HIP1 et la huntingtine pourraient former un complexe a la surface de la mem-
brane initiant la formation d’une vésicule recouverte de clathrine. La huntingtine pourrait
alors moduler l’assemblage de HIP1 avec AP2 et la clathrine et modifier son recrutement a
la membrane, régulant ainsi la formation des vésicules a clathrine (Harjes and Wanker,
2003) (Figure 18).
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Figure 18 : Modeéle représentant ’intervention de la huntingtine dans initiation de la formation
d’une vésicule d’endocytose.

Le complexe HIP1/HIP1R recrute la clathrine et AP2 a la membrane plasmique et stimule
’assemblage de la clathrine. HIP1R se lie également a ’actine, identifiant ainsi sur la membrane
plasmique le site de formation de la vésicule d’endocytose. L’intersectine-l est recrutée sur la vési-
cule recouverte de clathrine (CCP : clathrin coated pit) et stimule U’assemblage des filaments
d’actine. La dynamine forme des structures en anneau autour du site d’invagination de la vésicule
et provoque le détachement de la vésicule de la membrane plasmique.

La huntingtine, en interagissant a la fois avec HIP1 et AP2 régulerait la formation de ce complexe et
modulerait ainsi ’étape d’initiation de la formation d’une vésicule. Schéma adapté d’aprés
(McPherson, 2002).

La huntingtine, facteur de transport optimal

La huntingtine interagit avec les microtubules et la B-tubuline (Hoffner et al., 2002) ce
qui suggere qu’elle puisse jouer un role dans le transport intracellulaire. En fait, la hun-
tingtine s’associe avec de nombreuses protéines impliquées dans le transport intracellu-
laire (Table 2). Par exemple, la huntingtine se lie avec HAP1 (Huntingtin-Associated Pro-
tein 1) (Table 2). HAP1 est une protéine qui s’associe avec la sous-unité p150°"*® de la dy-

nactine, elle-méme impliquée dans le transport dépendant des microtubules (Engelender
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et al., 1997; Li et al., 1998). Ainsi, la huntingtine pourrait participer au transport de vési-
cules le long des microtubules (Harjes and Wanker, 2003).

Cette hypothése a particulierement bien été étudiée en ce qui concerne le transport
des vésicules contenant du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). En effet, par une
technique de vidéomicroscopie rapide qui permet de suivre la dynamique intracellulaire
des vésicules contenant du BDNF, les travaux de Gauthier et al. ont montré que la hunting-
tine permet d’optimiser le transport de ces vésicules, en augmentant leur vitesse de dé-
placement et en diminuant leurs temps de pause (Gauthier et al., 2004). Cet effet est dé-
pendant d’un complexe formé entre la huntingtine et la sous-unité p150°"*® via HAP1 (Fi-

gure 19).
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Figure 19 : Modele représentant la fonction de la huntingtine dans le transport vésiculaire.

La huntingtine s’associe au complexe dynéine/dynactine qui est un des moteurs moléculaires res-
ponsables du transport de vésicules le long des microtubules. Cette interaction se fait via la pro-
téine HAP1. La huntingtine agit alors comme un facteur optimisateur du transport des vésicules,
telles que celles contenant du BDNF. D’aprés (Humbert and Saudou, 2004).

2.1.3. La huntingtine, plateforme protéique

La huntingtine est une grosse protéine, aussi plusieurs études suggerent qu’elle joue-
rait un réle de plateforme, facilitant ’association de partenaires protéiques. Cette confi-
guration a déja été illustrée a travers l’action de la huntingtine dans le noyau, favorisant
’interaction entre Sp1 et TAF,130 (Figure 14) ou entre NcoR, Sin3a et TAF,130 (Figure 15),
ainsi que dans la synapse, régulant l'interaction entre HIP1 et AP2 (Figure 18). Les travaux
de Marcora et al. montrent que la huntingtine peut également servir de plateforme protéi-
que dans le soma, facilitant U'interaction de protéines au sein d’une voie de signalisation.
Cette étude montre d’une part que la huntingtine interagit avec le facteur de transcription
NeuroD via HAP1. D’autre part, la huntingtine interagit directement avec MLK2 (Mixed-

Lineage Kinase 2), classiquement décrite comme étant la kinase de MKK4/7 (MAP Kinase
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Kinase 4 et 7) et ainsi activatrice de la voie JNK (c-Jun N-terminal Kinase). MLK2 phospho-
ryle et active NeuroD. Ainsi, en favorisant le rapprochement spatial de la kinase MLK2 et
de son substrat NeuroD via HAP1, la huntingtine facilite [’activation de NeuroD par MLK2
(Marcora et al., 2003). Puisque la huntingtine n’a pas d’effet elle-méme sur NeuroD mais
qgu’elle augmente ’activité de NeuroD en présence de HAP1 et MLK2, les auteurs proposent
que la huntingtine fonctionne comme une plateforme dans le cytoplasme, permettant
d’assembler la kinase MLK2 et son substrat NeuroD (Figure 20). La huntingtine augmente-

rait ainsi U’efficacité et la spécificité de la transduction du signal.

Htt

HAP1 NeuroD

Figure 20 : Modeéle représentant la huntingtine en tant que plateforme protéique pour les voies de
signalisation.

La huntingtine (Htt) interagit directement avec MLK2 et indirectement avec NeuroD par
’intermédiaire de HAP1. Elle favorise ainsi le rapprochement spatial de la kinase MLK2 et de son
substrat le facteur de transcription NeuroD, augmentant alors U'efficacité de la transduction du
signal. Schéma réalisé d’aprés (Marcora et al., 2003).

Il existe d’autres modeles qui suggerent que la huntingtine pourrait jouer un role de
plateforme protéique dans le cytoplasme. Par exemple, la huntingtine interagit avec PSD-
95 (Post-Synaptic Density Protein) qui est un acteur-clé de la densité post-synaptique (PSD)
et de U'activité des synapses excitatrices (Table 2). En étant associée au PSD-95, la hun-
tingtine pourrait fonctionner comme une plateforme protéique dans le PSD, en modulant
’activité de complexes multiprotéiques associés au PSD-95, tels que le multicomplexe pro-
téique lié aux récepteurs NMDA (Harjes and Wanker, 2003; MacDonald, 2003) (Figure 21).
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Figure 21 : Modéle représentant l’intervention de la huntingtine dans la densité post-synaptique
(PSD).

PSD-95 fait le lien entre les récepteurs au glutamate NMDA (N-Methyl-D-Aspartate) et kainate et les
voies de signalisation intracellulaires. PSD-95 se lie a la protéine synaptique GTPase SynGAP (en
marron) qui catalyse ’activité GTPase intrinseque de Ras et régule ainsi la signalisation de Ras dans
les synapses excitatrices. La huntingtine (Htt) interagit avec Grb2 (Growth factor receptor-binding
protein 2), ce qui pourrait influencer la voie de signalisation de Ras. PSD-95 s’associe également
avec la Kalirine, un facteur d’échange GDP-GTP qui régule le remodelage du cytosquelette d’actine
en activant Rac1. La huntingtine interagit avec la Kalirine par l’intermédiaire de HAP1, ce qui sug-
géere que la formation d’un complexe entre la Kalirine, HAP1 et la huntingtine pourrait étre essen-
tiel a la régulation de la dynamique de ’actine et la morphogenése des épines dendritiques dans les
neurones. D’aprées (Harjes and Wanker, 2003).

2.2. Huntingtine mutée : quand la taille prend de I’importance

Le premier exon du gene IT15 contient une répétition de triplets CAG qui se traduit en
un domaine riche en glutamines dans la partie N-terminale de la huntingtine. Cette répéti-
tion est polymorphe et instable. Lorsqu’elle est étendue, elle entraine la MH. Ainsi, a
Uorigine de la MH, tout est affaire de taille. Le triplet CAG est normalement répété 10 a
26 fois chez les individus non porteurs de la mutation MH, et les malades possedent en gé-
néral entre 40 et 80 répétitions. Les répétitions comprises entre 27 et 35 peuvent étre ins-
tables lors de la spermatogenese, et les descendants d’un homme porteurs de ce nombre
de répétitions risquent d’hériter d’un nombre de répétitions supérieurs a 40, et développer
ainsi la MH (Trottier et al., 1994). Les répétitions comprenant entre 27 et 35 triplets sont
peu fréquentes (Figure 22). Celles comprises entre 36 et 39 sont également rares (Figure
22) et sont associées a une pénétrance incomplete, certains individus porteurs de ce nom-

bre de répétitions développant la MH et d’autres non (Myers, 2004). Les répétitions supé-

32



La huntingtine

rieures a 55 triplets sont associées aux formes juvéniles de la MH (apparition des sympto-

mes avant l’age de 20 ans).
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Figure 22 : Fréquence de la taille de la répétition CAG sur un alléle normal ou MH.

Les répétitions de moins de 27 triplets sont normales. Les répétitions comprises entre 27 et 35 sont
rares et ne sont pas associées a la MH. Par contre, un pére avec une répétition comprise dans cet
intervalle risque de transmettre a sa descendance une répétition de taille a déclencher la MH. Les
répétitions de 36 a 39 triplets ont une pénétrance incompléte. Les personnes porteuses de 40 répé-
titions ou plus développent la MH. D’apres (Myers, 2004).

Il existe a ’heure actuelle 9 maladies dont la cause identifiée est une expansion de tri-
plets CAG dans la partie codante d’un géne, qui est traduite en une expansion de glutami-
nes dans la protéine codée. Il s’agit de I’amyotrophie bulbo-spinale liée a I’X (SBMA),
’atrophie dentato-rubro-pallidoluysienne (DRPLA) et de nombreuses ataxies spino-
cérébelleuses (SCA 1, 2, 3, 6, 7 et 17). La MH est la plus fréquente de ces maladies a ex-
pansion de glutamines. Bien que les génes en cause soient tous différents et n’aient
d’autre homologie que U’expansion de triplet CAG, les maladies a expansion de glutamines
ont des caractéristiques communes remarquables :

e ce sont toutes des maladies neurodégénératives,

e les mutations en cause sont dominantes,

e la plupart d’entre elles sont caractérisées par la présence d’agrégats insolubles
ubiquitinés,

e elles sont caractérisées par la dégénérescence progressive et spécifique d’une
région cérébrale donnée, malgré ’expression ubiquitaire de la protéine mutée
(Figure 23).

Ces caractéristiques soulévent deux questions : existe-t-il un mécanisme commun de
neurodégénérescence dans les maladies a expansion de glutamines ? Par quel mécanisme la

neurodégénérescence est-elle spécifique d’une structure cérébrale donnée ?
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Figure 23 : Exemples de maladies a expansion de glutamines.

Représentation des structures touchées par la neurodégénérescence dans chaque maladie. Le rouge
foncé identifie les structures les plus sévérement touchées et la spécificité de ’atteinte neuronale.
Le rose indique les structures faiblement touchées par la neurodégénérescence. A droite de chaque
coupe sont représentés le gene responsable de la maladie et l’expansion de répétition de triplets
CAG (en rouge). AH : corne antérieure, Cer : cortex cérébelleux, C/P : caudé/putamen, Ctx: cortex
cérébral, DN : noyau denté, GP : globus pallidus, LCN : noyau cuneate latéral, PN : noyau pontin,
RN : noyau rouge, SN : substance noire, STN : noyau sous-thalamique, VL : noyau thalamique ventro-
latéral. Schéma modifié d’apres (Ross, 1995).
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3. Maladie de Huntington : perte ou gain de fonction d’une protéine

ubiquitaire... Pourquoi le striatum ?

Lorsque la huntingtine est mutée et comporte dans sa partie N-terminale |’expansion
de glutamines, ses propriétés changent. Elle n’a plus la méme conformation tridimension-
nelle, elle forme des inclusions cytoplasmiques et nucléaires, et elle entraine la dysfonc-
tion puis la mort des neurones. Les mécanismes précis qui sont impliqués dans le processus
pathogénique de la huntingtine mutée demeurent mal connus, méme si plusieurs hypothe-
ses sont proposées. La question pour laquelle il est le plus difficile de trouver une réponse
est la suivante : pourquoi, alors que la huntingtine mutée est présente dans toutes les cel-
lules de ’organisme et n’est pas particulierement fortement exprimée dans le striatum, la
mutation MH entraine-t-elle une vulnérabilité particuliere des neurones du striatum ?

Entre perte de fonction de la huntingtine normale et gain de fonctions toxiques de la
huntingtine mutée, ce chapitre expose certaines des hypothéses, non mutuellement exclu-
sives, qui ont été proposées pour décrire la toxicité de la mutation MH dans les neurones

striataux.

3.1. Diminution de la libération de BDNF par les neurones corticaux

Dans le striatum, les neurones corticaux liberent du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor), un facteur neurotrophique nécessaire a la survie des neurones striataux. Les tra-
vaux de Zuccato et al. ont démontré que la huntingtine normale stimule la production de
BDNF, mais pas la huntingtine mutée (Zuccato et al., 2001; Zuccato et al., 2003). Le géne
qui code le BDNF (noté Bdnf) contient dans son promoteur un site NRSE (Neuron-Restrictive
Silence Element), site de liaison du répresseur REST (RE1 Silencer Transcription factor). La
huntingtine normale se lie a la protéine REST dans le cytoplasme, ’empéchant alors de
transloquer au noyau et de réprimer la transcription des génes porteurs d’un site NRSE. Par
conséquent, la présence de la huntingtine normale permet la transcription des genes
controlés par un site NRSE, tels que le gene codant le BDNF (Zuccato et al., 2003). Par son
expansion de glutamines, la huntingtine mutée perd cette capacité a se lier a la protéine
REST. Zuccato et al. ont également montré que le niveau de transcription du gene Bdnf, et
d’autres genes porteurs de sites NRSE, est directement corrélé a la quantité de huntingtine
normale exprimée dans le neurone (Zuccato et al., 2003). Ainsi, chez les individus atteints
de MH, les génes neuronaux porteurs de site NRSE, tels que Bdnf, sont sous-exprimés par

rapport aux individus non porteurs de la mutation MH, et ceci peut étre di a la présence
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d’une demie-dose de huntingtine normale pour les individus hétérozygotes. En ’absence
des quantités normales de huntingtine capable de séquestrer REST dans le cytoplasme, une
quantité accrue de ce répresseur entre dans le noyau et inhibe la transcription des genes
cibles (Thompson, 2003) (Figure 24).

Figure 24 : Séquestration du répresseur REST dans le cytoplasme par la huntingtine.

(a) La huntingtine (htt) normale se lie a REST dans le cytoplasme et empéche ainsi la formation du
complexe de co-répresseurs (composé de Sin3a, HDAC, co-REST et REST) dans le noyau. De cette
facon, la huntingtine augmente la transcription des genes porteurs de site NRSE. (b) Dans la MH, les
neurones contiennent deux fois moins de huntingtine normale. Il y a donc d’avantage de protéines
REST qui ne sont pas séquestrées par la huntingtine, qui transloquent au noyau et répriment
’expression des génes porteurs de site NRSE, tels que le géne Bdnf. Schéma d’aprés (Thompson,
2003).

De plus, comme nous [’avons vu précédemment, la huntingtine est directement impli-
quée dans le transport du BDNF depuis le cortex jusqu’au striatum, rendant ce transport
plus efficace (Figure 19). Lorsqu’elle est mutée, la huntingtine perd sa capacité a partici-
per au transport du BDNF, ce qui le rend moins efficace (Gauthier et al., 2004). En effet,
’expansion de glutamines augmente l’affinité de la huntingtine mutée avec HAP1 et la
sous-unité p150°"“*® de la dynactine, ce qui entraine le détachement de ce moteur molécu-
laire des microtubules.

Ainsi, non seulement le BDNF est produit en moins grandes quantités a cause de la
perte de fonction de la huntingtine normale sur la transcription de son gene, mais en plus
le BDNF produit est transporté de maniére moins efficace jusqu’aux synapses cortico-

striatales a cause de la perte de fonction de la huntingtine normale dans le transport des
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vésicules contenant le BDNF (Figure 25). Recevant moins de BDNF, les neurones striataux
sont plus vulnérables, ce qui pourrait expliquer leur susceptibilité spécifique aux effets de
la huntingtine mutée. Par contre, ce mécanisme ne permet pas a lui seul d’expliquer la
spécificité de l’atteinte neuronale au sein méme du striatum : pourquoi les neurones de
projection de la voie indirecte sont-ils plus susceptibles que les autres neurones striataux ?

De plus, les neurones striataux ne sont pas les seuls neurones a recevoir du BDNF.
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Figure 25 : Diminution de la libération de BDNF par les neurones corticaux dans la MH.

(gauche) Le BDNF est produit dans le soma dans le cortex puis il est transporté antérodraduelle-
ment dans le striatum par les afférences cortico-striatales. (droite) Dans la MH, la perte d’au moins
une demie-dose de huntingtine normale résulte en une diminution de production de BDNF d’une
part, et en un transport moins efficace du BDNF le long des afférences cortico-striatales. D’apres
(Cattaneo, 2003).

3.2. Excitotoxicité et dysfonctionnement mitochondrial

Glutamate et excitotoxicité

Les méfaits du glutamate sont connus dans la vie courante par le « syndrome du restau-
rant chinois », dont la description fut établie pour la premiere fois en 1972 par Humar et
Ghami. Le glutamate est un additif alimentaire tres largement utilisé dans la cuisine chi-
noise. Il provoque chez certaines personnes sensibles une soudaine migraine, de violentes
nausées, des éblouissements, voire une faiblesse confinant a une pseudo-paralysie passa-
gere. Des 1969, John Olney, neurophysiologiste de l’Université de Whashington, constata
que le glutamate pouvait passer dans le sang et provoquer des dégats foudroyant sur les

neurones :
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« Lorsque le glutamate venu du sang irriguant le cerveau atteint les neurones, ceux-ci
laissent soudain entrer massivement du calcium [...], bien au-deld de leurs possibilités
physiologiques, provoquant une brutale dépolarisation du neurone, qui en meurt ».

John Olney inventa ainsi le concept d’« excitotoxicité » : propriété qu’ont certains acides
aminés (dont le glutamate) a déclencher cette réponse électrique des cellules nerveuses

qui conduit a leur « suicide » (Olney, 1994).

Excitotoxicité dans la MH

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux cen-
tral. Le striatum recoit une massive innervation glutamatergique provenant de tout le
manteau cortical. L’hyper-activation des récepteurs ionotropiques au glutamate, et plus
particulierement de type NMDA, produit une entrée massive de calcium dans la cellule.
L’élévation non controlée de la concentration intracellulaire en calcium et ’activation des
nombreuses voies biochimiques qui en résulte conduit finalement a la mort du neurone
(Brouillet et al., 1999) (Figure 26).

L’hypothése de l’excitotoxicité du glutamate fut pour la premiere fois illustrée comme
mécanisme potentiel a l’origine de maladies neurodégénératives en 1976, au travers de
’étude de modeéles animaux de la MH. Deux équipes indépendantes montrent alors que
’administration intrastriatale d’un analogue du glutamate, ’acide kainique, provoque des
lésions caractérisées par une dégénérescence neuronale sélective (Coyle and Schwarcz,
1976; McGeer and McGeer, 1976). Plusieurs années plus tard, on découvrit qu’un autre
analogue du glutamate, ’acide quinolinique, reproduisait encore mieux ’atteinte striatale
de la MH puisque la lésion ne touchait que les neurones épineux de taille moyenne et pré-
servait les interneurones (Beal et al., 1986).

La comparaison des caractéristiques anatomiques des lésions excitotoxiques chez
’animal et des lésions striatales observées en post-mortem chez les patients atteints de la
MH a été directement a U’origine de I’hypothese excitotoxique dans la MH, hypothese selon
laquelle la dégénérescence striatale progressive observée dans cette maladie serait liée a
une anomalie du systéme glutamatergique (DiFiglia, 1990). Cette anomalie a été mise en
évidence dans différents modéles murins de MH, chez lesquels des études électrophysiolo-
giques ont montré une augmentation de ’amplitude des courants calciques dépendants des
récepteurs NMDA, ce qui témoigne d’une sensibilité accrue de ces récepteurs au glutamate
(Levine et al., 1999; Cepeda et al., 2001; Zeron et al., 2002; Zeron et al., 2004). Comme
nous l’avons vu précédemment, la huntingtine normale se lie a PSD-95, une protéine post-
synaptique qui régule la signalisation glutamatergique a travers son interaction avec les

récepteurs NMDA (Aarts et al., 2002). La sur-expression de la huntingtine normale réduit la
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toxicité induite par le NMDA ou le kainate dans des lignées de cellules neuronales (Sun et
al., 2001). En revanche, lorsque la huntingtine est mutée, son affinité pour PSD-95 diminue

et les récepteurs NMDA deviennent hyper-sensibles.
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Figure 26 : Excitotoxicité du glutamate.

(1) Lorsque le glutamate est présent dans le milieu extracellulaire a des concentrations anormale-
ment élevées, les canaux calciques couplés aux récepteurs glutamatergiques de type NMDA
s’ouvrent (2), produisant une élévation persistante de la concentration intracellulaire de calcium
(3). Cette augmentation de calcium active en série différentes enzymes participant a la destruction
de la cellule. En paralléle, ’augmentation de la production de molécules oxygénées (0,, OH’) et
nitrées (NO, ONOO) trés réactives (radicaux libres) collabore a la dégénérescence des neurones.
Enfin, [’élévation des concentrations intracellulaires en calcium perturbe gravement ’activité mito-
chondriale et le fonctionnement de la chaine de phosphorylation oxydative (4), ce qui conduit a un
arrét progressif de la production d’ATP, fatal pour la cellule. D’apres (Brouillet et al., 2000).

Si ’étude des modeles murins de MH suggere un role de ’excitotoxicité du glutamate
dans la dégénérescence des neurones striataux, aucune étude n’a permis de mettre en
évidence U'existence d’anomalies de la transmission glutamatergique chez les patients at-
teints de MH (Dure et al., 1991; Brouillet et al., 1999).

Dysfonctionnement mitochondrial et excitotoxicité indirecte
Les premieres suspicions d’altération du métabolisme énergétique dans la MH sont nées

des observations d’une perte de poids importante des malades, malgré le maintien d’une

39



Pourquoi le striatum ?

prise alimentaire énergétique. La perte de poids n’est pas corrélée a la chorée, ce qui sug-
gere qu’elle n’est pas secondaire a I’hyperactivité des malades mais résulte de la mutation
MH (Djousse et al., 2002). D’autres marques d’anomalies du métabolisme énergétique ont
été observées dans le striatum de malades MH, notamment la présence de taux élevés de
lactate, des concentrations réduites en N-acétylaspartate, créatine et phosphocréatine,
une réduction de ’activité des complexes mitochondriaux Il et Ill (Beal, 2000). Toutes ces
observations sont les indications d’un dysfonctionnement mitochondrial dans la MH.

Les neurones striataux recevant de nombreuses afférences excitatrices, ils ont besoin
d’importants apports en énergie pour maintenir le potentiel de membrane. Le déficit éner-
gétique qui découle de l’atteinte mitochondriale induit alors une dépolarisation partielle
de la membrane plasmique neuronale, la levée du blocage par le magnésium du canal cal-
cique associé aux récepteurs NMDA, et ainsi une entrée non contrélée et massive de cal-
cium dans le neurone (Brouillet et al., 2000). Ce mécanisme est appelé « excitotoxicité
indirecte » car il reproduit les effets de !’excitotoxicité du glutamate sans nécessiter de
concentrations extracellulaires anormalement élevées en glutamate.

La vulnérabilité des neurones striataux a une atteinte mitochondriale fut découverte
par accident apres l’intoxication d’enfants Chinois par de ’acide 3-nitropropionique (3-
NP), un inhibiteur irréversible de la succinate déhydrogénase (complexe Il) (Alston et al.,
1977; Coles et al., 1979; Ludolph et al., 1991; Ming, 1995). Ces enfants avaient ingéré de
la canne a sucre contaminée par un champignon, ’Arthrinium, qui produit la neurotoxine
3-NP. Les enfants développérent une encéphalopathie aigiie suivie d’une dystonie retardée
a 11-60 jours apres l’ingestion. Les patients souffraient de symptomes ressemblant a ceux
de la MH : dystonie, chorée, hypokinésie (Alexi et al., 1998). Le CT-scan cérébral (Compu-
terized Tomography) de ces patients montrait des hypodensités bilatérales dans le puta-
men, et dans une moindre mesure dans le globus pallidus (Brouillet et al., 1995; Vis et al.,
1999). Des études ont ensuite été entreprises chez les animaux, montrant que
’administration systémique prolongée de 3-NP chez le rat reproduit les principales carac-
téristiques histologiques et biochimiques de la maladie, avec, en particulier, une atteinte
sélective des neurones épineux du striatum (Beal et al., 1993). Chez le primate,
’administration prolongée (plusieurs mois) de doses modérées de 3-NP induit progressive-
ment des mouvements anormaux dyskinétiques et dystoniques, des déficits cognitifs (de
type frontal) (Palfi et al., 1996) et des lésions bilatérales du noyau caudé et du putamen
(Brouillet et al., 1995; Brouillet et al., 1999).

L’altération des fonctions mitochondriales pourrait contribuer a l’excitotoxicité du glu-
tamate, aux dommages oxydatifs et a [’altération de la transcription génique (via la dimi-

nution de production d’AMPc) dans les neurones striataux (Browne and Beal, 2004). Elle
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entraine une perturbation de la régulation du calcium et active ainsi les protéases telles
que les calpaines (Bizat et al., 2003). Le dysfonctionnement des mitochondries entraine
également la libération de cytochrome c et stimule les caspases. Par conséquent,
’atteinte mitochondriale pourrait jouer un réle central dans le mécanisme pathogénique
de la MH.

3.3. Stress oxydatif et role de la dopamine : une piste encore peu explorée
En raison de son importante activité métabolique et de sa capacité relativement ré-

duite a régénérer ses cellules, le cerveau est particulierement sensible aux dommages pro-
voqués par les radicaux libres. Ces composés tels que les radicaux hydroxyl (OH") et supe-

roxide ('O;) sont formés de maniére endogene principalement au niveau de la mitochon-
drie et représentent des molécules fortement réactives qui oxydent les lipides, les protéi-
nes et ADN, altérant ainsi le fonctionnement neuronal (Halliwell, 1992). Plusieurs don-
nées suggerent que les radicaux libres pourraient étre d’importants médiateurs de la mort
des neurones striataux dans la MH.

Par exemple, les taux de marqueurs de stress oxydatif, tels que le glutathion oxydé et
le nucléotide 8-hydroxy-désoxyguanosine, sont anormalement élevés dans le striatum des
malades MH (Sian et al., 1994; Browne et al., 1997; Browne et al., 1999). De plus,
[’activité de [’aconitase mitochondriale, dont ’inactivation est un indicateur indirect de la
production de radicaux libres, est diminuée de plus de 90% dans le noyau caudé et 70%
dans le putamen des malades MH, alors que ’activité de l’enzyme est normale dans le cer-
velet et les fibroblastes, qui ne sont pas affectés dans la MH (Tabrizi et al., 1999). De plus,
les expériences réalisées sur les modeles murins de MH montrent que ’administration sys-
témique de 3-NP produit une augmentation de radicaux libres dans le striatum chez des
rats et des souris transgéniques sur-exprimant la huntingtine mutée (Schulz et al., 1996;
Bogdanov et al., 1998). L’administration des neutralisateurs de radicaux libres N-acétyl-
cystéine, coenzyme Q10 ou 7-nitroindazole exerce des effets neuroprotecteurs chez les
rats traités par le 3-NP, ce qui suggere que les effets neurotoxiques du 3-NP sont au moins
en partie dus a la production de radicaux libres (Schulz et al., 1995; Matthews et al., 1998;
La Fontaine et al., 2000).

Méme si la source de production de radicaux libres chez ces modéles animaux n’a tou-
jours pas été élucidée, ’inactivation des complexes Il et IV de la chaine respiratoire mito-
chondriale, qui a été démontrée dans les cerveaux de malades MH, ou U’excitotoxicité (di-
recte ou indirecte) du glutamate via les récepteurs NMDA peuvent entrainer la production

de radicaux libres (Jakel and Maragos, 2000). Toutefois, ces hypothéses ne permettent pas
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d’expliquer Uatteinte sélective des neurones striataux dans la MH. Par exemple,
’administration systémique de 3-NP inhibe ’activité de la succinate déhydrogénase dans
tout le cerveau mais n’est neurotoxique que dans le striatum (Brouillet et al., 1998). Or le
glutamate n’est pas spécifique au striatum, il est également présent dans des structures
cérébrales qui ne sont pas sensibles au 3-NP, telles que le cortex cérébral (Cotman et al.,
1987).

Un facteur important qui pourrait contribuer a la vulnérabilité sélective des neurones
striataux pourrait étre la dopamine. En effet, le striatum est la structure cérébrale qui
recoit la plus grande innervation dopaminergique, et la dopamine peut générer la produc-
tion de radicaux libres (Jakel and Maragos, 2000). Ce point fera l’objet d’un chapitre par-

ticulier (voir § 5).

3.4. Activation de voies de signalisation neurotoxiques dans le striatum

La voie JNK est une voie de signalisation intracellulaire largement impliquée dans les
processus apoptotiques et son implication dans la MH a été suggérée par plusieurs études
(voir § 4). En 2002, notre équipe a montré que ’activation de la voie JNK pouvait jouer un
role dans la vulnérabilité spécifique des neurones striataux dans la MH (Garcia et al.,
2002). En effet, I’étude du modeéle de rat recevant une injection systémique de 3-NP révé-
la que la voie JNK/c-Jun est activée spécifiquement dans le striatum, correspondant donc
a la neurotoxicité sélective de ce modéle de MH. Ainsi, bien que le 3-NP produise le méme
effet inhibiteur de la succinate déhydrogénase dans toutes les structures cérébrales, seul
le striatum présente une activation de cette voie pro-apoptotique.

De facon intéressante, les expériences menées par Liu en 1998 démontrent que la hun-
tingtine mutée est capable d’activer cette méme voie JNK dans des lignées de neurones
hippocampiques (Liu Y. F., 1998). Cette étude montre également que U'inhibition de cette
voie protege les neurones hippocampiques de la toxicité de la huntingtine mutée.

Par conséquent, la voie JNK, par sa spécificité d’activation dans le striatum dans le
modele 3-NP, et par ses liens avec la huntingtine mutée, devient un candidat intéressant

pour la mort sélective des neurones striataux dans la MH.
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3.5. Formation d’agrégats insolubles

Le domaine riche en glutamines favorise la formation d’agrégats
Plusieurs sites consensus de clivage ont été identifiés dans la séquence de la hunting-
tine (Figure 27). Elle peut étre clivée par des caspases, calpaines et aspartyl protéases.

Ces clivages produisent des fragments N-terminaux qui contiennent le domaine polyQ.
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Figure 27 : Sites consensus de clivage présents dans la séquence de la huntingtine.

Le schéma présente les domaines de clivage par les aspartyl protéases, les calpaines et les caspases
(2, 3, 6 et 7) et les positionne dans la séquence de la huntingtine. Schéma adapté d’aprés
(Wellington et al., 2003).

Les fragments porteurs de séquence polyQ de taille normale ne s’accumulent pas dans
les cellules, ce qui suggere qu’ils sont efficacement dégradés par le protéasome. Par
contre, les fragments porteurs de l’expansion polyQ échappent a ce systeme de dégrada-
tion. Leur clairance étant retardée, ces fragments s’accumulent dans le cytoplasme et le
noyau des neurones, devenant alors cytotoxiques (Bence et al., 2001; Jana et al., 2001;
Waelter et al., 2001; Lunkes et al., 2002; Verhoef et al., 2002) (Figure 28).

L’expansion de glutamines modifie la structure tri-dimensionnelle des fragments N-
terminaux de huntingtine. En effet, la glutamine est un acide aminé polaire et sa présence
en abondance crée des liens a Uintérieur et entre les protéines. En utilisant des techniques
de microscopie électronique et de diffraction des rayons X, Perutz et ses collaborateurs
ont démontré que les domaines polyQ forment des tonneaux de feuillets B maintenus par
de fortes liaisons hydrogene. Ces structures agissent comme des « zipper polaires » et fa-
vorisent la formation d’agrégats (Perutz M., 1994; Perutz M. F. et al., 1994; Perutz M. F.
et al., 2002a; Perutz M. F. et al., 2002b) (Figure 28). Par ailleurs, il a été montré que les
transglutaminases sont capables d’établir des liaisons covalentes entre les peptides conte-
nant des répétitions de glutamines, et que la huntingtine mutée est un de leurs substrats
(Kahlem et al., 1996; Kahlem et al., 1998). Les transglutaminases pourraient ainsi interve-
nir pour stabiliser les agrégats de huntingtine par |’établissement de liaisons covalentes
(Green, 1993).

La huntingtine s’agrege lorsqu’elle contient plus de 35 glutamines répétées, ce qui cor-

respond étroitement au seuil a partir duquel la MH se développe (Scherzinger et al., 1997,
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Huang et al., 1998). L’accumulation progressive de protéines mal conformées et la forma-
tion d’agrégats insolubles est un processus commun aux maladies a polyQ, mais également
a d’autres maladies neurodégénératives, telles que la maladie de Parkinson, la maladie

d’Alzheimer et la sclérose latérale amyotrophique.

_ \ / huntingtin
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Figure 28 : Formation d’agrégats par la huntingtine mutée.

(haut) La huntingtine mutée est clivée par des caspases, des calpaines et des aspartyl protéases. Ce
clivage génere des fragments N-terminaux porteurs de U’expansion polyQ. Ces fragments
s’accumulent et forment des agrégats dans le cytoplasme (terminaison, neurites, soma) et le noyau
des neurones. (bas) Structure d’un agrégat formé par des fragments de huntingtine mutée (htt), par
Uinteraction de leurs domaines polyQ. D’aprés les ressources de ’Université de Stanford, USA
(http://www.stanford.edu/).
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La huntingtine est clivée par une caspase spécifique du striatum

La huntingtine possede des sites de clivages des caspases 2, 3, 6 et 7 (Figure 27). Les
récents travaux de Hermel et al. montrent que les caspases présentent des profils
d’expression spécifiques a un type cellulaire donné (Hermel et al., 2004). Ainsi, le niveau
d’expression de la caspase 7, qui interagit avec la huntingtine, est particulierement élevé
dans le striatum par rapport a d’autres régions cérébrales, telles que le cortex. De plus, au
sein du striatum, cette caspase est uniquement exprimée dans les neurones épineux de
taille moyenne, la population neuronale la plus vulnérable dans la MH. Par contre, la cas-
pase 9, qui n’interagit pas avec la huntingtine, est enrichie dans les interneurones, qui
sont préservés dans la MH. Cette étude montre également que i) l'interaction entre la cas-
pase-2 et la huntingtine est polyQ-dépendante : leur affinité est plus grande lorsque la
huntingtine est mutée ; ii) la caspase 7 se lie aussi bien avec la huntingtine normale que
mutée ; iii) la caspase 6 n’interagit pas avec la huntingtine pleine longueur mais seulement
avec un fragment N-terminal de huntingtine. Les auteurs suggerent alors que des frag-
ments N-terminaux de huntingtine mutée sont produits de facon accrue dans le striatum
par rapport aux autres régions cérébrales. Le scénario est le suivant : la caspase 2, qui est
une caspase initiatrice, se lie a la huntingtine mutée pleine longueur et recrute la caspase
7 (spécifiquement dans les neurones striataux vulnérables de la MH). L’association de ces
deux caspases avec la huntingtine mutée stimule ’activité des autres caspases effectrices,
notamment de la caspase 6, ce qui accélére la production de fragments de huntingtine
mutée (Hermel et al., 2004). Ces fragments s’accumulent en grandes quantités et forment
des agrégats. D’aprés cette hypothese, il en résulterait une plus grande quantité
d’agrégats de huntingtine mutée dans le striatum des malades MH par rapport aux autres

régions cérébrales.

Les agrégats sont présents dans les régions cérébrales les plus vulnérables dans la
MH

Récemment, l’équipe de Djian a réalisé une caractérisation précise des inclusions pré-
sentes dans les cerveaux post-mortem de malades MH aux stades 3 et 4 (Vonsattel et al.,
1985), par des analyses immunohistochimiques et par une nouvelle méthode de purifica-
tion des inclusions (Hoffner et al., 2005). Cette étude montre notamment que les agrégats
de huntingtine mutée, composés de fragments N-terminaux de différentes tailles, liés en-
tre eux par des liaisons covalentes et non covalentes, sont présents dans les structures
cérébrales qui sont affectées par la MH, a savoir le cortex et le caudé/putamen, mais
qu’ils sont absents des structures non affectées, telles que le cervelet. Ces agrégats sont

pratiquement uniquement neuronaux et ne sont pas présents dans les cellules gliales, qui
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ne sont pas affectées dans la MH (Hoffner et al., 2005). Les agrégats de huntingtine mutée

sont donc spécifiques des cellules les plus vulnérables dans la MH.

Les agrégats sont des marqueurs de stress cellulaire

Si les agrégats de huntingtine mutée sont des caractéristiques neuropathologiques de la
MH reconnus en tant que tels, leur role dans le mécanisme pathogénique entrainant la
mort des neurones fait ’objet d’un vif débat entre les équipes de recherche. En effet, de
nombreuses données suggerent qu’ils sont directement impliqués dans la toxicité de la
huntingtine mutée, d’autres proposent que la formation d’agrégats pourrait étre une stra-
tégie neuroprotectrice pour la cellule. Qu’ils soient toxiques ou neuroprotecteurs, les
agrégats semblent étre des marqueurs de stress cellulaire, représentant un événement

causal ou une réponse a la toxicité de la huntingtine.

3.5.1. La formation d’agrégats, une stratégie neuroprotectrice déployée en ré-
ponse a un stress cellulaire

En 1998, les travaux de Saudou et al. suggerent pour la premiere fois que la formation
d’agrégats de huntingtine mutée est une stratégie neuroprotectrice pour la cellule, déve-
loppée en réponse au stress que représente ’expression de la huntingtine mutée. En effet,
en utilisant un modele in vitro de cultures primaires de neurones striataux exprimant tran-
sitoirement un fragment N-terminal de la huntingtine mutée, Saudou et al. démontrent
que la toxicité de la huntingtine mutée requiert sa localisation dans le noyau, mais qu’elle
n’est pas corrélée a la formation d’agrégats. Au contraire, ’inhibition de la formation
d’agrégats nucléaires (en empéchant ’ubiquitination de la huntingtine mutée) accélére la
mort des neurones (Saudou et al., 1998). Ainsi, les fragments N-terminaux de huntingtine
mutée seraient toxiques dans leur forme soluble et la formation d’agrégats permettrait de
neutraliser la toxicité de ces fragments, prolongeant ainsi la résistance et la survie de la
cellule.

Or, nous avons vu précédemment que dans les cerveaux post-mortem de malades, les
agrégats de huntingtine mutée sont présents dans les structures cérébrales qui sont tou-
chées par la neurodégénérescence dans la MH (Hoffner et al., 2005). Ces observations ont
été faites sur des patients aux stades 3 et 4, c’est-a-dire chez lesquels la neurodégénéres-
cence est avancée. Une hypothese serait alors que les agrégats que ’on observe dans les
neurones striataux de ces cerveaux ont permis a ces cellules de survivre jusqu’a ce stade
de la maladie et que les neurones qui sont morts plus précocement ne contenaient pas
d’agrégats. Par une technique de vidéomicroscopie automatisée dans une chambre ther-

mostatée, |’équipe de Finkbeiner a observé les effets d’un fragment N-terminal de la hun-
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tingtine mutée (correspondant a l’exon 1, en fusion avec la GFP) exprimé transitoirement
dans des neurones striataux en culture. Ils ont ainsi pu suivre en temps réel ’expression et
la localisation de la huntingtine mutée, la formation d’agrégats, et la survie cellulaire dans
un méme neurone et pendant plusieurs jours. Ils ont alors fait l’observation surprenante
que les neurones dans lesquels la huntingtine mutée forme des agrégats ont un « risque de
mourir » moins élevé que ceux dans lesquels la huntingtine mutée reste diffuse (Arrasate
et al., 2004). Il convient tout de méme de noter que tous les neurones striataux exprimant
la huntingtine mutée finissent par mourir, qu’ils possedent ou non des agrégats. De plus,
ces résultats n’excluent pas la possibilité que les micro-agrégats formés par la huntingtine
mutée avant la formation des agrégats visibles au microscope (1 pm?) puissent représenter
la forme toxique de la huntingtine mutée.

En conclusion, ces résultats confortent U’hypothése selon laquelle la formation
d’agrégats permettrait de résister temporairement a la toxicité de la huntingtine, et ne

serait pas la cause directe de la mort des neurones dans la MH.

3.5.2. La présence d’agrégats insolubles perturbe le fonctionnement cellulaire
dans tous les compartiments neuronaux

Les agrégats formés par les fragments N-terminaux de huntingtine mutée sont présents
dans tous les compartiments cellulaires des neurones : noyau, soma, neurites et terminai-
son synaptique. La taille de ces agrégats a été mesurée sur des cerveaux post-mortem de
malades MH : le volume d’une inclusion peut aller jusqu’a 300 pm3 (Hoffner et al., 2005).
Avec de telles proportions, il est facile d’imaginer que la simple présence de ces agrégats
représente un encombrement stérique et une géne au fonctionnement cellulaire, quel que
soit le compartiment neuronal ou ils se trouvent. De plus, les agrégats de huntingtine mu-
tée peuvent interagir, attirer et séquestrer d’autres protéines porteuses de domaines
d’interaction avec les séquences riches en glutamines, les empéchant alors d’exercer leur

fonction cellulaire.

Les agrégats perturbent le fonctionnement du compartiment nucléaire

Le mécanisme de translocation nucléaire de la huntingtine n’est pas clair. Sa séquence
ne présente pas de signal de localisation nucléaire consensus. Elle présente toutefois dans
ses 548 premiers acides aminés un motif qui présente de grandes homologies avec la sé-
quence NLS (Nuclear Localisation Sequence) de la protéine BRCA1 (BReast Cancer 1). Ce
motif pourrait étre responsable de la translocation nucléaire de la huntingtine (Chen et
al., 1996; Hackam et al., 1998). Les fragments N-terminaux de la huntingtine entrent dans

le noyau des neurones. Contrairement aux fragments de huntingtine normale qui peuvent
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sortir du noyau par l'intermédiaire de la protéine Tpr, U’expansion de glutamines de la
huntingtine mutée empéche son interaction avec cette protéine du pore nucléaire (Cornett
et al., 2005). L’interaction entre les fragments N-terminaux de la huntingtine et Tpr, et
donc la possibilité pour la huntingtine de sortir du noyau, est d’autant plus faible que la
répétition polyQ est longue, ce qui a été confirmé dans les neurones striataux d’un modele
murin de la MH (souris knock-in) (Wheeler et al., 2000). Les fragments N-terminaux de la
huntingtine mutée s’accumulent alors dans le noyau des neurones et y forment des agré-
gats (Figure 29). De plus, contrairement aux agrégats cytoplasmiques, les agrégats nucléai-
res ne peuvent pas étre éliminés par les vacuoles d’autophagie (Iwata et al., 2005). Les
fragments de huntingtine possédant un large domaine polyQ présents dans le noyau, ne
pouvant ni en sortir ni y étre dégradés, pourraient interagir avec d’autres protéines nu-
cléaires et perturber ’homéostasie de ce compartiment neuronal (Figure 29). En effet, la
huntingtine mutée attire et séquestre dans ses agrégats des protéines contenant elles-
mémes des motifs riches en glutamines et qui sont souvent des acteurs importants pour la
transcription, tels que le facteur de transcription TBP, les co-activateurs CBP, et HAT (His-
tone AcetlyTransferase) (Kazantsev et al., 1999; McCampbell et al., 2000; Steffan et al.,
2000; Nucifora et al., 2001). Les fragments N-terminaux de huntingtine mutée interagis-
sent également avec la huntingtine normale exprimée par ’autre alléle (chez les individus
hétérozygotes pour la mutation MH), la séquestrant dans les agrégats et ’empéchant ainsi

d’assurer ses fonctions (Martindale et al., 1998).
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Figure 29 : Schéma modélisant les étapes conduisant a la formation des agrégats de huntingtine
mutée et leur toxicité dans le noyau d’un neurone.

(1) Les protéines chaperones (Hsp70 et Hsp40) amorcent le repliement de la huntingtine (htt) nor-
male nouvellement synthétisée. La huntingtine normale peut alors assurer ses fonctions dans le
cytoplasme et le noyau du neurone. (2) Lorsque les chaperones détectent une mauvaise conforma-
tion de la huntingtine, elles tentent de la corriger. En cas d’échec, la huntingtine mal conformée
est ubiquitinée et ainsi adressée au protéasome pour la dégrader. (3) L’expansion de glutamines
dans la huntingtine mutée modifie sa conformation. Elle est clivée par des caspases et calpaines et
les fragments N-terminaux porteurs du motif polyQ, s’ils ne sont ni dégradés par le systéme du pro-
téasome ni par autophagie (4), s’accumulent dans le cytoplasme et dans le noyau. Ils forment alors
des agrégats cytoplasmiques aux multiples cibles (5) et des inclusions périnuclaires en séquestrant
d’autres protéines cytoplasmiques (6). Ils forment également des inclusions dans le noyau en sé-
questrant d’autres protéines nucléaires, telles que la huntingtine normale ou des protéines interve-
nant dans la régulation de la transcription, les empéchant d’assurer leurs fonctions (7). Schéma
modifié et adapté d’aprés (Landles and Bates, 2004).

Les agrégats perturbent le fonctionnement du compartiment somatique

Comme dans de nombreuses maladies a expansion de glutamines, les agrégats de hun-
tingtine mutée sont ubiquitinés et co-localisent avec des protéines chaperones, telles que
les HSP (Heat Shock Protein) 70 et leur co-activateur HDJ-2, HSP40, HSP90, ainsi qu’avec
divers composants du protéasome (sous-unités 20 S, 19 S et 11 S) (Wyttenbach et al., 2000;
Jana et al., 2001; Waelter et al., 2001). La co-localisation de composants du systeme ubi-

quitine/protéasome avec les agrégats de huntingtine mutée suggere soit que la cellule
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tente de dégrader les agrégats mais que ces derniers y sont résistants, soit que les compo-
sants du systeme de dégradation sont séquestrés dans les agrégats, auquel cas ils ne sont
plus fonctionnels pour la cellule (Tarlac and Storey, 2003). En effet, de nombreux travaux
montrent d’une part que le systeme du protéasome est inhibé par les agrégats de hunting-
tine mutée, et d’autre part que les agrégats sont résistants a ce systéeme de dégradation
(Bence et al., 2001; Verhoef et al., 2002; Venkatraman et al., 2004). Cela entraine une
accumulation croissante de fragments N-terminaux de huntingtine mutée, d’ou une accu-
mulation d’agrégats et une amplification du processus (Waelter et al., 2001; Venkatraman
et al., 2004). Par conséquent, ’accumulation d’agrégats est probablement a la fois une
cause et une conséquence de l’inhibition du protéasome dans la cellule (Bence et al.,
2001; Ciechanover and Brundin, 2003; Goldberg, 2003).

Les agrégats perturbent le transport neuritique

Dans la MH, ce sont des neurones qui dégénerent. Cette vulnérabilité peut-étre due en
partie a la structure du neurone, si spécifique avec ses prolongements neuritiques allongés
et étroits. Les composants essentiels du neurone doivent étre transportés sur de longues
distances a travers l’axone et les dendrites, le long des microtubules, afin d’assurer la sur-
vie du neurone. Les agrégats de huntingtine mutée pourraient altérer ce transport neuriti-
que, et ainsi mettre en danger la survie du neurone, par deux processus non mutuellement
exclusifs : d’une part, localisés dans les prolongements neuritiques, ces agrégats pour-
raient créer un blocage physique et encombrer la circulation des autres protéines et vési-
cules (Figure 30) ; d’autre part, les agrégats pourraient séquestrer les protéines essentiel-
les au transport neuritique, les empéchant d’assurer leurs fonctions.

Les analyses de cerveaux post-mortem de malades a des stades précoces de la MH ré-
velent la présence de neurites dystrophiques dans les neurones corticaux et striataux, qui
précedent la mort cellulaire (DiFiglia et al., 1997; Sapp et al., 1999). De méme, chez une
souris knock-in qui exprime la huntingtine mutée pleine longueur sous le controle du pro-
moteur endogene Hdh, les agrégats neuritiques se forment au stade pré-symptomatique
dans les projections des neurones striataux (Li H. et al., 2001). Contrairement aux agré-
gats nucléaires, la formation progressive des agrégats neuritiques est étroitement corrélée
au développement des symptomes neurologiques (Li H. et al., 1999). Ces observations sug-
gerent fortement qu’une altération du transport neuritique participe a la pathogenéese de
la MH.

Des anomalies du transport neuritique ont effectivement été observées dans des mode-
les génétiques de MH et dans les cerveaux de malades. Ainsi, les neurites dystrophiques

des neurones striataux dans la MH présentent une accumulation de vésicules et
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d’organelles associés aux agrégats de huntingtine mutée, au niveau de [’axone et des ter-
minaisons (DiFiglia et al., 1997; Sapp et al., 1999). Dans un modele de Drosophile expri-
mant I’exon 1 de la huntingtine mutée, les axones présentent les mémes accumulations de
vésicules et d’organelles liées a la présence d’agrégats dans ’axone. Ce phénomene ne
s’observe habituellement que chez les Drosophiles dont un gene codant des sous-unités de
protéines motrices a été muté (Gunawardena et al., 2003). De plus, dans ce méme mo-
déle, la présence d’agrégats doit s’accompagner d’une titration des protéines motrices
pour que le transport axonal soit bloqué et que le neurone meurt, conduisant a la mort de
’organisme. Les mémes observations ont été faites avec un autre modele Drosophile de la
MH, montrant de plus que la synaptotagmine, une protéine synaptique qui subit un trans-
port antérograde, se retrouve séquestrée dans les agrégats de huntingtine mutée (Lee et
al., 2004).

Par conséquent, ces études suggerent que les agrégats neuritiques de huntingtine mu-
tée sont toxiques par deux processus : d’une part le blocage physique du neurite, et

d’autre part la séquestration des protéines motrices (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma modélisant la toxicité des agrégats dans [’axone d’un neurone.

(a) Transport axonal normal. Les organelles, les composants des voies de signalisation et autres
matériels nécessaires a ’lhoméostasie du neurone sont transportés antérogradement ou rétrograde-
ment le long des microtubules. (b) La localisation d’agrégats de huntingtine mutée dans ’axone
produit deux effets néfastes pour le neurone : d’une part, les agrégats entrainent un encombrement
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stérique qui bloque la circulation dans l’axone, et d’autre part, ils séquestrent des protéines motri-
ces indispensables au mécanisme de transport. Ce blocage entraine un dysfonctionnement du neu-
rone menant inexorablement a sa mort. Schéma d’apreés (Guzik and Goldstein, 2004).

Les agrégats perturbent le fonctionnement de la synapse

L’une des fonctions clés des neurones est la libération de neurotransmetteur pour assu-
rer la communication inter-cellulaire. Cette fonction est régulée par un grand nombre de
protéines synaptiques, dont certaines sont altérées chez les malades MH et chez des mode-
les de souris transgéniques (Li J. Y. et al., 2003b) (voir Figure 17). Parmi celles-la, de nom-
breuses protéines pré-synaptiques sont concernées. Par exemple, des pertes importantes
de complexine Il et de synaptobrévine-2, deux protéines qui régulent la fusion entre les
vésicules synaptiques et la membrane plasmique, ont été observées dans le striatum de
malades MH (Morton and Edwardson, 2001; Morton et al., 2001).

La protéine spécifiquement neuronale PACSIN-1, qui joue un réle central dans le recy-
clage des vésicules synaptiques et des récepteurs, voit sa localisation cellulaire modifiée.
Cette protéine, qui interagit avec la huntingtine, est normalement située le long des neuri-
tes et dans les boutons synaptiques, ou elle participe a la régulation de U'internalisation
des récepteurs en reliant la machinerie de polymérisation de [’actine aux complexes pro-
téiques de U’endocytose. Chez les malades MH, PACSIN-1 disparait progressivement des
boutons synaptiques, dés le stade pré-symptomatique, et co-localise avec la huntingtine
mutée. L’affinité de PACSIN-1 avec la huntingtine étant plus forte lorsque la huntingtine
est mutée, PACSIN-1 pourrait étre séquestrée dans les agrégats de huntingtine mutée, ce
qui entrainerait une perturbation de la signalisation post-synaptique (Modregger et al.,
2002). La séquestration de la huntingtine normale dans les agrégats de huntingtine mutée
pourrait également perturber ses fonctions normales dans ’endocytose et le transport des
vésicules a clathrine (voir § 2.1.2), et par conséquent, [’homéostasie synaptique.

Ces observations faites a partir de cerveaux de MH sont corroborées par les données
expérimentales obtenues a partir de différents modeles animaux de MH. En effet, les cer-
veaux de souris transgéniques MH présentent de trés faibles quantités de vésicules synapti-
ques dans les terminaisons nerveuses (Li H. et al., 2003a). Ces vésicules, qui présentent
une plus grande affinité pour la huntingtine mutée que pour la huntingtine normale, co-
localisent avec les agrégats de huntingtine mutée. Cette anomalie synaptique
s’accompagne d’une diminution de la libération de glutamate. Ainsi, les agrégats pour-
raient agir directement au niveau des vésicules et altérer la libération des neurotransmet-
teurs (Li J. Y. et al., 2003b).
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En conclusion, les agrégats de huntingtine mutée altérent le fonctionnement des sy-
napses en séquestrant des acteurs importants des mécanismes d’exocytose et

d’endocytose.

Toutes ces observations proposent que, plutot qu’induire la mort cellulaire par eux-
mémes, les agrégats de huntingtine mutée pourraient provoquer une dysfonction neuronale
majeure, a ’origine de la MH. Cette hypothése est fortement confortée par les caractéris-
tiques d’un modele murin tres utilisé pour effectuer des essais thérapeutiques : les souris
R6/2. Ces souris transgéniques expriment de facon ubiquitaire ’exon 1 de la huntingtine
mutée humaine, contenant 145 répétitions CAG (Mangiarini et al., 1996). Ces souris pré-
sentent des symptomes semblables a ceux de la maladie humaine : troubles moteurs pro-
gressifs, de type mouvements anormaux (Carter et al., 1999), troubles cognitifs (Lione et
al., 1999; Murphy et al., 2000), perte de poids et mort prématurée. Dans ce modele, la
maladie se développe tres rapidement, les premiers agrégats de huntingtine mutée appa-
raissant dés [’age de 2 semaines et la mort des souris survenant a ’age de 12 semaines.
Pourtant, trés peu de mort neuronale a pu étre détectée dans le cerveau de ces souris, y
compris dans le striatum et le cortex cérébral, ou les agrégats sont présents trés précoce-
ment et en grandes quantités (Davies et al., 1997; Turmaine et al., 2000). Ces observa-
tions suggerent que les symptomes de ce modele murin de la MH résultent d’un dysfonc-

tionnement des neurones et non de leur mort.

3.5.3. Les agrégats, marqueurs directs ou indirects de stress cellulaire

Différentes stratégies thérapeutiques diminuent la formation d’agrégats et se montrent
également neuroprotectrices. Nous présentons ici quelques-unes de ces stratégies.

En 2000, Ferrante et al. montrent que ’adjonction de créatine dans la nourriture dans
un modele murin de MH, les souris transgéniques R6/2, augmente la durée de vie des ani-
maux, améliore leurs performances motrices, ralentit le développement de |’atrophie cé-
rébrale et retarde également la formation d’agrégats (Ferrante et al., 2000). L’effet neu-
ro-protecteur de la créatine peut étre médié de la stabilisation de la perméabilité mito-
chondriale. Cette étude est la premiere a démontrer ’effet paralléle d’un traitement sur
les symptomes neuropathologiques et comportementaux d’animaux MH et sur la formation
d’agrégats de huntingtine mutée.

Les travaux récents de Rangone et al. ont démontré que la phosphorylation de la pro-
téine arfaptine 2 par Akt protege les neurones striataux en culture de la toxicité des frag-

ments N-terminaux de huntingtine mutée, et diminue la formation d’agrégats (Rangone et
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al., 2005). Cette étude montre également que Ueffet de U’arfaptine 2 phosphorylée ne
cible pas directement les agrégats de huntingtine mutée mais qu’il est médié par la res-
tauration de ’activité du protéasome.

En 2004, Tanaka et al. montrent, dans un modele murin de MH, les souris transgéniques
R6/2, qu’un traitement oral avec du tréhalose retarde !’apparition des symptomes et la
dysfonction motrice provoquées par la MH. Le tréhalose est un dissacharide qui stabilise les
protéines en partie mal conformées. In vitro, le tréhalose stabilise la huntingtine mutée
pleine longueur et inhibe la formation d’agrégats. In vivo, les souris R6/2 traitées avec le
tréhalose présentent moins d’inclusions nucléaires (Tanaka et al., 2004). De maniére inté-
ressante, il a récemment été montré que le tréhalose agit également sur un peptide impli-
qué dans la maladie d’Alzheimer, en diminuant l’agrégation du peptide AB40 et en rédui-
sant sa neurotoxicité (Liu R. et al., 2005). En 2003, Sanchez et al. montraient des résultats
similaires a ceux obtenus avec le tréhalose avec un traitement des souris R6/2 par le rouge
Congo. Ce colorant se lie aux fibrilles amyloides contenant des feuillets B. Il est capable a
la fois de disloquer les agrégats de huntingtine mutée et de prévenir leur formation, ce qui
se traduit par une diminution du nombre d’agrégats dans le striatum des souris traitées,
avec une stabilisation de leurs capacités motrices (Sanchez et al., 2003).

En 2002, I’équipe de Thompson créé des peptides qui se lient au domaine polyQ de la
huntingtine mutée et entrent ainsi en compétition avec d’autres interactions protéine-
protéine, dont celles responsables de la formation d’agrégats. Ces peptides ont été testés
dans un modéle MH de Drosophile. Cette étude montre que ces peptides, dessinés pour
empécher la formation d’agrégats, augmentent la survie de l’animal, protégent les photo-
récepteurs de la neurodégénérescence induite par la huntingtine mutée et inhibent la for-
mation d’agrégats (Kazantsev et al., 2002).

Enfin, des screening de molécules ont été effectués sur différents modeles afin
d’identifier de nouveaux candidats thérapeutiques pour la MH. Les molécules retenues ont
souvent un effet a la fois sur la formation d’agrégats et la toxicité de la huntingtine mu-
tée. Par exemple, en 2005, un nouveau composé a été identifié, le C2-8, par ’'un de ces
tests. In vitro, il inhibe la formation d’agrégats et protege les neurones de la toxicité de la
huntingtine mutée. In vivo, dans un modele MH de Drosophile, ce composé protege les
photorécepteurs de la toxicité de la huntingtine mutée et diminue la taille et la densité

des agrégats (Zhang et al., 2005).

Il n’est pas possible d’assurer que le mode d’action des molécules testées est d’agir di-
rectement sur la formation d’agrégats elle-méme et pas sur une autre cible intermédiaire.

Ces études ne permettent donc pas de trancher entre un effet causal ou conséquent des
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agrégats dans la toxicité de la huntingtine mutée. En effet, les substances testées peuvent
agir sur les médiateurs de toxicité de la huntingtine mutée, diminuer le stress cellulaire,
ce qui entraine la diminution de la formation d’agrégats (comme le suggere ’exemple de
’arfaptine 2 phosphorylée). A contrario, les substances testées peuvent agir directement
sur la formation d’agrégats, diminuant leur nombre et leur toxicité.

Nous proposons toutefois que, dans tous les cas, les agrégats représentent de bons

marqueurs, directs ou indirects, de la souffrance cellulaire.
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4. JNK et les maladies neurodégénératives

De plus en plus de données expérimentales indiquent que les voies moléculaires de la
mort cellulaire programmée (PCD, programmed cell death) jouent un role important dans
les maladies neurodégénératives. Ces voies connaissent alors un intérét grandissant en tant
que cibles thérapeutiques pour le développement de stratégies neuroprotectrices (Vila and
Przedborski, 2003). L’une des voies de PCD qui a attiré une attention particuliére est la
voie MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) de c-Jun N-terminal Kinase (JNK), qui
conduit a la phosphorylation et a activation du facteur de transcription c-Jun. De nom-
breuses expériences menées in vitro et in vivo démontrent que la cascade de signalisation
JNK/c-Jun est un médiateur de la mort cellulaire. De plus, U'inhibition de cette voie per-
mettrait d’empécher la mort avant U'apparition des dommages cellulaires irréversibles.
Cette voie de signalisation semble alors prometteuse pour le développement de thérapeu-
tiques futures (Silva et al., 2005).

Ce chapitre présente les principes de la signalisation de la voie JNK/c-Jun et son impli-
cation dans la mort cellulaire. Nous verrons également que cette voie a déja été impliquée
dans la pathophysiologie de maladies neurodégénératives et qu’elle pourrait jouer un role

dans la vulnérabilité spécifique des neurones striataux dans la MH.

4.1. Qui est INK ?

Les JNK, une grande famille

JNK fut initialement identifiée et purifiée en 1990 par Kyriakis et al. en tant que pro-
téine kinase hépatique qui phosphoryle MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2) sur des
résidus Ser/Thr en réponse a la cycloheximide chez le rat (Kyriakis and Avruch, 1990).
Quelques années plus tard, deux études indépendantes ont identifié JNK en tant que pro-
téine kinase qui est activée par un stress cellulaire et qui phosphoryle c-Jun sur les sérines
63 et 73 de son domaine d’activation N-terminal (Adler et al., 1992; Hibi et al., 1993). Les
études suivantes ont permis de cloner JNK et de démontrer son appartenance a la famille
des MAPK (Derijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994).

La famille des JNK est divisée en trois sous-familles : JNK1, JNK2 et JNK3, qui sont co-
dées par trois génes différents. Chacun de ces genes subit des épissages alternatifs qui
produisent différentes isoformes protéiques, et la famille des JNK compte finalement dix

isoformes (Figure 31). Les protéines JNK1 et JNK2 sont ubiquitaires, alors que les protéines
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JNK3 sont principalement présentes dans le cerveau, avec une expression plus faible dans

le ceeur et les testicules (Kyriakis and Avruch, 2001).
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Figure 31 : Caractéristiques structurales des protéines JNK.

Les protéines c-Jun N-terminal Kinases (JNK) sont des sérine/thréonine kinases. Elles sont compo-
sées de 11 sous-domaines protéiques (indiqués de | a Xl). La boucle d’activation de ces kinases est
localisée entre les sous-domaines VIl et VIII et comporte des résidus thréonine (T) et tyrosine (Y) qui
doivent étre tous deux phosphorylés pour une activation compléte de la kinase. Les dix membres de
la famille JNK sont générés par ’épissage alternatif des trois génes Jnk (Jnkl, Jnk2 et Jnk3). Les
différences entre les dix formes de JNK sont représentées par les régions ombragées. Il existe deux
sites clés d’épissage alternatif : le premier est situé entre les sous-domaines IX et X et produit des
isoformes épissées dont la spécificité de substrat est altérée ; le second site est situé dans la partie
C-terminale de la protéine et produit des protéines dont la longueur différe de 42 ou 43 acides ami-
nés (représentés par les régions hachées). Schéma modifié d’aprés (Manning and Davis, 2003).

L activation de JNK requiert une cascade de phosphorylations successives

Les études d’invalidation de génes chez les souris ont montré que JNK est essentielle
pour la phosphorylation de c-Jun et ’activité du complexe AP-1 stimulées par le TNFa (Tu-
mor-Necrosis Factor o) (Ventura et al., 2003), et que JNK est également requise pour cer-
taines formes d’apoptose induites par des stress cellulaires tels que les radiations UV
(Tournier et al., 2000). Les JNK sont d’ailleurs encore appelées SAPK (Stress Activated Pro-
tein Kinase) car elles sont activées en réponse a des situations de stress cellulaire : UV,
inhibiteur de la synthése protéique tels que le cycloheximide, cytokines inflammatoires,
chocs osmotiques ou thermiques, stress oxydatif. L’activation de JNK entraine la phospho-
rylation de facteurs de transcription dont le principal est c-Jun, et de protéines cellulaires

qui sont pour la plupart associées au mécanisme d’apoptose, telles que p53 (Manning and
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Davis, 2003). Comme pour toutes les MAPK, l’activation de JNK résulte d’une cascade
d’activation de type MAP3K - MAP2K - MAPK, qui repose sur des phosphorylations protéi-
ques séquentielles.

Les MAP3K sont activées par la famille des petites protéines G, les Rho GTPases Rac1 et
Cdc42. Les MAP3K de JNK comprennent les membres de la famille des MEKK, ASK1, MLK,
TAK1 et TPL-2 (Liu J. and Lin, 2005). Une fois activées, les MAP3K, qui sont des Ser/Thr
kinases, phosphorylent a leur tour les MAP2K.

Jusqu’a présent, deux MAP2K ont été identifiées pour JNK : JNKK1, également appelée
MKK4 ou SEK1, et JNKK2, également appelée MKK7 (Sanchez et al., 1994; Derijard et al.,
1995; Lin et al., 1995; Lu et al., 1997; Tournier et al., 2001). Les JNKK phosphorylent JNK
sur ses résidus Thr183 et Tyr185 en reconnaissant le motif Thr-Pro-Tyr, conduisant ainsi a
’activation de JNK. Les deux JNKK présentent des affinités différentes pour les deux sites
accepteurs de phosphate de JNK, MKK4 phosphorylant préférentiellement la Tyr185 (Lin et
al., 1995; Fleming et al., 2000) et MKK7 la Thr183 (Fleming et al., 2000; Tournier et al.,
2001). L’activation maximale de JNK requiert donc une coopération entre ces deux JNKK.

L’inactivation de JNK est en partie assurée par des Ser/Thr et des Tyr phosphatases, et
en particulier par les MAPK phosphatases (MKP) de type MKP-1, MKP-2, MKP-3 MKP-4 et
M3/6 (Camps et al., 2000; Keyse, 2000).

L activation de JNK fait intervenir des plateformes protéiques

Les différentes kinases qui interviennent aux niveaux successifs de la cascade de phos-
phorylation menant a 'activation de JNK (i.e. MAP3K, JNKK et JNK) forment des « signalo-
somes », des sortes d’échafaudages protéiques qui favorisent et rendent plus efficace
’activation de cette voie de signalisation (Figure 33). La formation de ce complexe protéi-
que fait intervenir deux mécanismes essentiels : ’interaction entre les différentes kinases
a travers leur « domaine d’amarrage », et Uintervention d’une protéine d’échafaudage
(Tanoue and Nishida, 2003). Il y a quelques années, plusieurs études ont permis de décou-
vrir que Uinteraction moléculaire entre MAP3K, MAP2K et MAPK repose sur des régions spé-
cifiques qui sont conservées entre les MAPK et les molécules interagissant avec elles (Gavin
and Nebreda, 1999; Jacobs et al., 1999; Smith et al., 1999; Tanoue et al., 2000). Ces ré-
gions sont appelées « sites d’amarrage », ou « docking sites » (Figure 32). Le premier motif
d’amarrage qui a été identifié était le domaine delta (ou « domaine D ») du facteur de
transcription c-Jun, qui est essentiel pour l’activation de c-Jun par JNK (Hibi et al., 1993;
Dai et al., 1995). D’autre part, le domaine N-terminal de MKK4 contient le site d’amarrage
qui sert de site de liaison a la fois a sa propre kinase MEKK1, et a son substrat JNK (Xia Y.

et al., 1998). La caractéristique principale de ce site d’amarrage est qu’il se situe en de-
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hors du site catalytique des MAPK. L’interaction par le site d’amarrage est donc différente
de Uinteraction transitoire qui lie habituellement une enzyme a son substrat et qui, elle,
se produit au niveau du centre actif pendant la réaction catalytique (Tanoue and Nishida,
2003).

Figure 32 : Structure tridimensionnelle de JNK3 dans sa forme inactive (non phosphorylée).

Le site actif de JNK3 est occupé par un analogue de ’ATP et deux ions Mg2+ (MgAMP-PNP, en rouge).
Les positions des résidus équivalents a ceux de JNK2 qui sont essentiels a |’interaction d’amarrage
sont indiquées. La figure a été générée en utilisant le logiciel Protein Explorer and Chime software
(MDL). D’apres (Mooney and Whitmarsh, 2004).

JNK interagit également avec des protéines d’échafaudage qui permettent
’assemblage de ces complexes protéiques (Figure 33). Les JIP (JNK-Interacting Protein)
forment une famille importante de protéines d’échafaudage des JNK (Morrison and Davis,
2003). Cette famille est composée de trois membres, JIP1, JIP2 et JIP3, qui sont codés par
trois genes différents. JIP1 et JIP2 présentent de grandes homologies structurales et sont
exprimées dans de nombreux tissus (Yasuda et al., 1999). Elles interagissent avec JNK1, 2
et 3, et JIP2 pourrait également réguler la voie de signalisation p38 (Buchsbaum et al.,
2002; Robidoux et al., 2005). JIP3, également appelée JSAP1 (JNK/Stress-activated protein
kinase-Associated Protein 1), présente une structure différente de JIP1 et JIP2, elle est
exprimée quasiment exclusivement dans le cerveau et interagit préférentiellement avec
JNK3 (Ito et al., 1999; Kelkar et al., 2000; Akechi et al., 2001; Kelkar et al., 2003). JNK3
interagit également spécifiquement avec la B-arrestine 2, qui lui sert de protéine
d’échafaudage (McDonald et al., 2000).
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Figure 33 : Organisation des plateformes protéiques permettant [’activation de JNK.

Les protéines kinases de la voie JNK forment des modules de signalisation grace a l’intervention de
protéines d’échafaudage. Ces derniéres se lient a des membres distincts de la voie JNK. Ces protéi-
nes d’échafaudage, ici JIP 1, 2 et 3, B-arrestine 2 et filamine, pourraient ainsi participer a la spéci-
ficité de la réponse de JNK a un stimulus et dans un environnement spatial donnés. Les JIP1 et 2 se
lient aux composants de la voie MLK/MKK7/JNK1 ou 2. JIP3 est plus spécifique de JNK3 et se lie a
ASK1, MKK7 et JNK3 en réponse a la sur-production de ROS par exemple. La B-arrestine 2 lie les
GPCR activés par leur ligand et joue un réle primordial dans leur désensibilisation. De récentes étu-
des démontrent que la B-arrestine 2 peut également lier les composants de la voie JNK:
ASK1/MKK4/JNK3. La filamine est une large protéine qui interagit avec les filaments d’actine et
participe a leur organisation. Elle interagit également avec MAPKKK, MKK4 et JNK en réponse au
TNFa. Schéma modifié d’apres (Manning and Davis, 2003).

JIP est transportée par la kinésine, protéine motrice des microtubules (Morrison and
Davis, 2003), et la B-arrestine 2 se lie aux vésicules d’internalisation des récepteurs méta-
botropiques (voir § 5.3.2). Ainsi, outre le rassemblement spatial des différents composants
d’une méme voie de signalisation, les protéines d’échafaudage, telles que JIP3 et la B-

arrestine 2, pourraient réguler la localisation de JNK activé dans la cellule (Figure 34).

Kinésine

Figure 34 : Double réle de JIP3 dans ’activation de JNK3.
JIP3 permet d’une part d’assembler ASK1, MKK7 et JNK3, favorisant ainsi ’activation de JNK3.
D’autre part, JIP3 se déplace le long des microtubules par l’intermédiaire de la kinésine. JIP3 peut
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ainsi réguler a la fois ’activation de JNK3 et sa localisation subcellulaire. Schéma modifié d’apres
une animation réalisée par le Pr Schnapp B.J., université de |’Oregon, USA.

JNK, une protéine pro-apoptotique

Les JNK sont des médiateurs cliniquement pertinents des maladies inflammatoires tel-
les que ’arthrite rhumatoide et la maladie de Crohn, des dommages ischémiques aigus qui
font suite a un infarctus du myocarde, de la résistance a U’insuline qui caractérise le dia-
béte de type 2 et de la neurodégénérescence chronique des maladies d’Alzheimer et de
Parkinson par exemple (Manning and Davis, 2003; Waetzig and Herdegen, 2005).

Ainsi, de nombreuses études, tant in vitro qu’in vivo, montrent que JNK fonctionne en
tant que protéine pro-apoptotique (Davis, 2000; Lin, 2003; Liu J. and Lin, 2005). Les expé-
riences d’invalidation de génes chez les souris montrent notamment que JNK joue un réle
pro-apoptotique dans les neurones.

Les souris déficientes pour ’un des génes Jnkl, Jnk2 ou Jnk3 se développent normale-
ment (Yang et al., 1997; Kuan et al., 1999). Par contre, les souris knock-out pour les deux
genes Jnkl et Jnk2 meurent prématurément et présentent des anomalies cérébrales impu-
tables a une dérégulation de ’apoptose. Ainsi, JNK1 et JNK2 pourraient assurer des fonc-
tions redondantes au cours du développement cérébral embryonnaire. Bien que
’invalidation de Jnk3 ne présente pas de conséquence apparente durant le développement
embryonnaire de la souris, il semble évident que JNK3 joue un réle pathologique en aval
de stimuli a Uorigine de stress cellulaire. En effet, chez les souris knock-out pour le gene
Jnk3, les neurones de l’hippocampe sont résistants a l’excitotoxicité induite par le kai-
nate, un agoniste des récepteurs au glutamate (Yang et al., 1997). L’invalidation de Jnk3
bloque la phosphorylation de c-Jun et la mort des neurones induite par la privation en fac-
teurs trophiques (Bruckner et al., 2001). L’invalidation du gene Jipl, protéine
d’échafaudage de la voie JNK, rend également les neurones hippocampiques résistants a
’apoptose normalement induite par le kainate (Whitmarsh et al., 2001).

La fonction pro-apoptotique de JNK dans les neurones semble étre médiée par c-Jun.
Ce facteur de transcription fait partie des complexes AP-1 (Activator Protein-1) qui se
composent de dimeres de facteurs de transcription appartenant aux familles Jun (c-Jun,
JunB et JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fral et Fra2) et/ou ATF (Karin, 1995; Karin et al., 1997;
Shaulian and Karin, 2002). Ces dimeres peuvent étre des homodimeres Jun ou des hétéro-
dimeres Jun/Fos ou Jun/ATF. La composition de ce dimere détermine son activité trans-
criptionnelle et les genes cibles (Kaminska et al., 2000; Shaulian and Karin, 2002). La
phosphorylation de c-Jun est essentielle pour ["activité transcriptionnelle du complexe AP-

1 (Ham et al., 1995; Behrens et al., 1999). Le blocage de l’activité de c-Jun a ’aide
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d’anticorps neutralisants ou par surexpression d’une forme dominante négative (mutant de
c-Jun privé de son domaine d’activation), protege les neurones de la mort apoptotique
induite par privation de facteurs trophiques (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995). Au
contraire, la surexpression de c-Jun dans des neurones en culture déclenche leur mort cel-
lulaire par apoptose (Ham et al., 1995). Enfin, le role du module JNK/c-Jun dans
’apoptose neuronale a fortement été démontré par l’étude de souris transgéniques dont
les sites de phosphorylation de c-Jun par JNK, les Ser63 et Ser73, ont été mutés en alani-
nes, non phosphorylables. En effet, chez ces souris, les neurones de ’hippocampe sont
protégés de [’apoptose induite par l'injection d’acide kainique in vivo et in vitro (Behrens
etal., 1999).

La voie JNK participe a I’apoptose résultant d’un stress oxydatif

Le role pro-apoptotique de JNK répond a divers stimuli. Il peut par exemple résulter
d’un stress oxydatif dans la cellule. La production excessive de radicaux libres, tels que les
anions superoxides et H,0,, méne aux dommages des composants cellulaires, au dysfonc-
tionnement et finalement a la mort de la cellule. Il est par exemple clairement établi que
’exces de radicaux libres est impliqué dans des processus pathologiques tels qu’une crise
cardiaque, un infarctus du myocarde et la mort neuronale (Annunziato et al., 2003; Kumar
and Jugdutt, 2003). L’activation de JNK par les radicaux libres peut s’effectuer par deux
mécanismes, ’'un dépendant de la thioredoxine (Trx), lautre de la glutathione S-
transférase Pi (GSTp) (Sumbayev and Yasinska, 2005).

La protéine ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1), "'une des MAP3K de JNK, est
fortement activée dans les cellules qui sont exposées a divers oxydants et elle est impli-
quée dans l’apoptose induite par un stress oxydatif (Saitoh et al., 1998; Tobiume et al.,
2001; Sarker et al., 2003). Trx, une protéine de régulation des mécanismes de réduc-
tion/oxydation (redox) qui est ubiquitairement exprimée, se lie directement a ASK1 et
inhibe ainsi l’activité de la kinase (Figure 34). La liaison de Trx a ASK1 nécessite la pré-
sence d’un pont disulfure sous sa forme réduite, entre deux résidus cystéines du site cata-
lytique de Trx : Cys32 et Cys35. Lorsque ce pont S-S est oxydé, Trx ne peut plus se lier a
ASK1. Par conséquent, sous traitement de la cellule a de ’H;0,, Trx est oxydée et se dis-
socie d’ASK1. ASK1 libérée est alors activée par autophosphorylation sur sa Thr845
(Matsukawa et al., 2004). ASK1 activée phosphoryle JIP3, qui recrute alors MKK7 et JNK3
dans le complexe JIP3/ASK1 (Matsuura et al., 2002) (Figure 33).

Il existe des données convaincantes qui suggerent que la GSTp participe également a la
régulation de ’apoptose induite par JNK en réponse a un stress oxydatif (Filomeni et al.,

2003; Townsend and Tew, 2003; Sumbayev and Yasinska, 2005). La GSTp joue un réle im-
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portant dans la détoxification des radicaux libres et catalyse l’action du glutathion réduit
(GSH). Au contraire de Trx, elle s’associe directement avec JNK, inhibant ainsi son activité
(Adler et al., 1999). Lors de la production excessive de radicaux libres, GSTp se dissocie de
JNK, la rendant ainsi activable (Adler et al., 1999; Yin et al., 2000; Ishisaki et al., 2001;
Elsby et al., 2003).

4.2. Implication de JNK dans les maladies neurodégénératives

L’utilisation de petites molécules inhibitrices de JNK, telles que le SP-600125 (dont le
nom chimique est anthra[1-9cd]-pyrazol-6(2H)-one) qui bloque le domaine catalytique de
toutes les formes de JNK (Bennett et al., 2001; Han et al., 2001), a permis de démontrer
que U’inhibition de JNK est neuroprotectrice (Borsello and Bonny, 2004). Parce que la sti-
mulation de JNK3 entraine les effets les plus nuisibles, dont ’apoptose, et parce qu’elle
est la seule JNK dont U’expression est restreinte au cerveau, elle est considérée, parmi les
JNK, comme étant la cible la plus pertinente cliniquement pour ’établissement de straté-
gies neuroprotectrices (Resnick and Fennell, 2004; Waetzig and Herdegen, 2005). La délé-
tion du gene Jnk3 chez la souris est neuroprotectrice contre l’ischémie, le stress oxydatif
et 'excitotoxicité, et atténue les traits pathologiques des maladies d’Alzheimer et de Par-
kinson (Yang et al., 1997; Morishima et al., 2001; Coffey et al., 2002; Kuan et al., 2003;
Brecht et al., 2005). Dans une étude récente Hunot et al. montrent que la double invalida-
tion des genes Jnk2 et Jnk3 est nécessaire et suffisante pour protéger les neurones dopa-
minergiques de ’activation de c-Jun et de la mort cellulaire induite par le MPTP, agent
pharmacologique qui modélise la maladie de Parkinson (Hunot et al., 2004). Ainsi, de plus
en plus d’études s’intéressent au role que pourrait jouer la voie JNK dans les maladies
neurodégénératives et s’interrogent sur la possibilité d’en faire une cible thérapeutique
(Manning and Davis, 2003).

4.2.1. INK impliquée dans la maladie d’Alzheimer
La maladie d’Alzheimer est caractérisée par une perte de mémoire progressive et la
détérioration des fonctions cognitives. Les caractéristiques neuropathologiques de cette
maladie comprennent la formation de plaques séniles, qui sont des dépots extracellulaires
de peptides p-amyloides, et une perte synaptique et cellulaire qui touche majoritairement
le cortex et ’hippocampe. Les analyses génétiques de familles atteintes par la maladie
d’Alzheimer ont établi des liens entre les mutations du précurseur du peptide amyloide

(APP, Amyloid Precursor Protein) et les genes codant la préséniline PSEN1 et PSEN2, ce qui
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suggere que la préséniline pourrait jouer un role dans la pathogenese de la maladie
d’Alzheimer. Les modeles animaux ont révélé que les mutations identifiées dans U’APP et
les genes PSEN1 et PSEN2 affectent la génération et le dépot des peptides B-amyloides
(Scheuner et al., 1996). La toxicité directe du peptide B-amyloide est supposée contribuer
a la dysfonction et la mort neuronales observées dans la maladie d’Alzheimer. In vitro,
’exposition de neurones a ce peptide résulte en une rétraction neuritique et une mort
cellulaire de type apoptotique. La mort cellulaire induite par le peptide B-amyloide est
atténuée dans les neurones corticaux provenant de souris knock-out pour Jnk3, et JNK3
intervient dans cette mort cellulaire a travers ’activation de c-Jun et l’augmentation de
Uexpression de Fas ligand (Morishima et al., 2001). Les coupes de cerveaux post-mortem
de patients atteints de la maladie d’Alzheimer présentent une distribution altérée des
JNK1, 2 et 3 qui peut étre soit une cause, soit une conséquence du processus pathologique
(Pei et al., 2001; Zhu et al., 2001). JNK phosphoryle Tau in vitro sur des sites localisés
dans les plaques neurofibrillaires, dont Tau est le constituant majeur (Reynolds et al.,
1997). De plus, le marquage de pJNK chez des souris transgéniques surexprimant une
forme mutée de PSEN1, est localisé dans les neurones autour des plaques amyloides, et
dans les neurones qui présentent une accumulation intracellulaire de peptide B-amyloide
(Shoji et al., 2000). Un role direct de la voie JNK dans la régulation fonctionnelle et le
métabolisme d’APP a également été suggéré, APP étant notamment un substrat de JNK3
(Reynolds et al., 2000).

Toutes ces données suggerent fortement que la signalisation a travers la voie JNK
puisse étre impliquée dans les événements pathologiques qui entrent en jeu dans la mala-
die d’Alzheimer (Manning and Davis, 2003).

4.2.2. INK impliquée dans la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est caractérisée par des mouvements anormaux (tremblements
au repos, hypertonie, akinésie) qui résultent de la mort sélective des neurones dopaminer-
giques de la voie nigro-striée et du manque de dopamine conséquent. De méme que pour
la maladie d’Alzheimer et la maladie de Huntington, la perte neuronale dans la maladie de
Parkinson est progressive et s’étend sur une longue période. Plusieurs études reposant sur
des analyses de cerveaux post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson ont
révélé que les neurones vulnérables dans cette maladie meurent par apoptose (Anglade et
al., 1997). D’aprés l"autopsie de ces cerveaux, il n’y a jusqu’a présent aucune évidence
directe de l'implication de JNK dans la maladie de Parkinson, mais cette implication dans
le processus pathogénique est fortement suggérée par les études réalisées sur des cultures

cellulaires et des modéles animaux.
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L’un des modéles animaux de la maladie de Parkinson les plus étudiés est un modeéle
pharmacologique créé par l’administration systémique d’une neurotoxine spécifique des
neurones dopaminergiques nigrostriataux, le MPTP  (1-Méthyl-4-Phényl-1,2,3,6-
TétrahydroPyridine). A Uexception des corps de Lewy, les inclusions intracellulaires com-
posées principalement d’a-synucléine, I’administration du MPTP produit un profil de neu-
rodégénérescence et une neuropathologie tres similaires a celles observées dans les cer-
veaux post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson. Aprées son administra-
tion systémique, le MPTP, qui est une pro-toxine, traverse rapidement la barriere hémato-
encéphalique, puis il est métabolisé successivement en MPDP+ (1-Méthyl-4-Phényl-2,3-
DihydroPyridinium) et enfin en MPP+ (1-Méthyl-4-PhénylPyridinium), le composé toxique
actif. Le MPP+ est importé dans les neurones dopaminergiques par le transporteur de la
dopamine (DAT), pour lequel il présente une grande affinité. Le MPP+ est ensuite concen-
tré dans la mitochondrie ou il perturbe la respiration mitochondriale en inhibant le com-
plexe | de la chaine de transport des électrons. Il en résulte une augmentation de produc-
tion de radicaux libres qui entraine un stress oxydatif et l’activation d’un programme de
mort cellulaire (Vila and Przedborski, 2003).

L’activation de JNK et de sa kinase MKK4 ont été observées apres |’administration de
MPTP (Saporito et al., 2000; Xia X. G. et al., 2001). L’inhibition de [’activation de JNK par
’agent pharmacologique CEP-1347 ou CEP-11004, ou son inhibition par transfert génique
adénoviral du domaine de liaison de JIP1 a JNK, inhibe ’activation de c-Jun et des caspa-
ses qui sont induites par le MPTP dans la substance noire. Ce traitement bloque également
la mort neuronale dans la substance noire et la perte de catécholamine dans les terminai-
sons dopaminergiques, s’accompagnant d’une atténuation des anomalies comportementa-
les chez les souris (Saporito et al., 1999; Xia X. G. et al., 2001). Ces données suggérent
que ’activation de JNK est un événement important dans la pathogenése de la maladie de
Parkinson et qu’elle pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante. Le CEP-
1347, qui est un inhibiteur de MLK, une kinase en amont de JNK, est d’ailleurs actuelle-
ment en étude clinique pour le traitement de la maladie de Parkinson. Une étude pilote a
été réalisée en 2004 pour tester la tolérabilité du CEP-1347 et ses interactions avec la lé-
vodopa chez les patients atteints de maladie de Parkinson. Ce test a démontré que le trai-
tement au CEP-1347 mené sur une période de quatre semaines est bien toléré chez les
patients et n’affecte pas la pharmacocinétique de la lévodopa (Group, 2004). Ce premier
essai permet ainsi de mener une étude a grande échelle et de longue durée sur les effets

de ce traitement qui vise a stopper ou ralentir la progression de la maladie de Parkinson.
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4.3. INK et la maladie de Huntington

La huntingtine mutée est capable d’activer le module JNK/c-Jun dans plusieurs mo-
deles

Certaines études ont proposé que JNK puisse également étre impliquée dans la patho-
genése de la MH. Ainsi, dans des lignées de neurones hippocampiques, la surexpression de
la huntingtine mutée pleine longueur induit la mort par apoptose des neurones via
’activation de JNK (Liu Y. F., 1998). La co-expression d’une forme dominante négative de
MKK4, 'une des kinases de JNK, bloque presque completement ’activation de JNK et la
mort neuronale induites par la huntingtine mutée. Par une étude complémentaire, ce
groupe a démontré que la huntingtine normale interagit avec MLK2, "'une des MAP3K en
amont de JNK, et que U’expansion de glutamines de la huntingtine mutée interfére avec
cette interaction (Liu Y. F. et al., 2000). Ainsi, lorsque la huntingtine mutée est exprimée,
MLK2 se trouve libre dans le cytoplasme et capable d’étre recrutée pour activer la voie
JNK.

Merienne et al. ont également étudié U’influence de U’expression de la huntingtine mu-
tée sur l'activation du module JNK/c-Jun. Ils ont pour cela utilisé des cellules COS surex-
primant transitoirement, et des lignées de cellules NG108 exprimant de facon stable un
fragment N-terminal de huntingtine mutée. Ils ont aussi analysé les rétines de souris trans-
géniques R6/1, qui expriment ’exon 1 de la huntingtine mutée. Leur étude a montré que
la huntingtine mutée inhibe ’activité des phosphatases de JNK, les M3/6, ce qui résulte en
une phosphorylation prolongée de JNK et de sa cible c-Jun. L’activité basale de JNK étant

faible, ’activation de cette voie reste modérée (Merienne et al., 2003).

Le module JNK/c-Jun est activé in vivo dans un modéle pharmacologique de MH

A U’aide d’un modele pharmacologique de MH, consistant en une administration systé-
mique de 3-NP chez le rat, Garcia et al. ont montré que la dégénérescence spécifique des
neurones striataux s’accompagne d’une activation du module JNK/c-Jun restreinte aux
neurones du striatum (Garcia et al., 2002). Cette observation est d’autant plus intéres-
sante que le 3-NP ne posséde pas de tropisme particulier pour le striatum et que son admi-
nistration systémique entraine U'inhibition de la SDH dans des structures qui ne présentent
pas de neurodégénérescence ni d’activation de JNK, telles que le cortex cérébral.
L’activation de JNK et de c-Jun a été reproduite in vitro, dans des cultures primaires de
neurones striataux exposés au 3-NP. De plus, dans ce modeéle in vitro, la mort neuronale
induite par le 3-NP est inhibée par la surexpression d’une forme « dominante négative » de

c-Jun, qui ne peut pas étre phosphorylée par JNK.
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Ces approches complémentaires apportent des arguments forts en faveur d’une possi-
ble implication du module JNK/c-Jun dans la mort des neurones striataux dans ce modele

pharmacologique de la MH.
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5. Dopamine : un neuromodulateur important dans le systeme ner-

veux central, qui peut devenir neurotoxique

La dopamine est un neuromodulateur important pour les fonctions striatales. De fait, le
striatum représente la structure cérébrale qui recoit les afférences dopaminergiques, en
provenance du mésencéphale, les plus massives. Son action s’exerce par l'intermédiaire de
plusieurs types de récepteurs, que nous présenterons dans ce chapitre. Ce chapitre dévoi-
lera également comment la dopamine peut, outre ses nombreuses fonctions physiologi-
ques, se révéler toxique pour les neurones. Ceci nous aménera a exposer différents argu-

ments en faveur d’un réle de la dopamine dans la pathophysiologie de la MH.

5.1. Présentation de la dopamine : réles physiologiques, distribution

La dopamine est un neuromodulateur aux multiples effets

La dopamine (Figure 35) est une petite molécule et représente la catécholamine pré-
dominante dans le cerveau des mammiféres. Ce neurotransmetteur agit en tant que modu-
lateur de U'activité neuronale dans différentes structures cérébrales, ce qui rend compte
de son réle physiologique trés important. Ainsi, l’action modulatrice de la dopamine
s’exerce sur les perceptions sensorielles dans la rétine et les bulbes olfactifs, la régulation
de la libération de prolactine dans ’hypophyse, le controle de la température corporelle,
la prise de nourriture et le comportement sexuel dans ’hypothalamus, et la coordination
des mouvements dans les ganglions de la base. La dopamine joue également un role ma-
jeur dans les sensations de plaisir, et ainsi dans la motivation ou ’aversion.

Les effets variés de la dopamine sur les systéemes physiologiques et les organes sont dus
a son action sur plusieurs types de récepteurs, appartenant tous a la classe des récepteurs
a sept domaines transmembranaires, couplés a des protéines G hétéromériques (GPCR : G
Protein-Coupled Receptors). Pas moins de sept récepteurs dopaminergiques, codés par des
genes différents, ont été isolés chez les Vertébrés, dont cing sont exprimés chez ’homme
(Callier et al., 2003).
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Figure 35 : Molécule de dopamine.

Formule chimique et représentation tri-dimensionnelle de la molécule de dopamine. Sa nomination
chimique est : 4-(2-aminoethyl)benzene-1,2-diol. Comme la noradrénaline et ’adrénaline, la dopa-
mine est une catécholamine. Elles sont toutes les trois synthétisées a partir d’un précurseur com-
mun : la L-tyrosine, qui est un acide aminé provenant de l’alimentation. D’apres les ressources de
Uuniversité de Kent, Royaume-Uni (http://www.kent.ac.uk/).

La dopamine est distribuée dans le cerveau par trois voies majeures

Malgré ’importance majeure de la dopamine dans la physiologie cérébrale, les noyaux
dopaminergiques occupent une place restreinte dans le cerveau, étant tous localisés dans
le mésencéphale. Ces noyaux se projettent de facon massive sur trois aires cérébrales
principales : le striatum, le cortex frontal et les noyaux limbiques. Ainsi, trois voies dopa-
minergiques principales se distinguent (Figure 36).

La voie nigro-striée est assurée par des neurones dopaminergiques venant de la subs-
tance noire compacte et se projetant sur le striatum. Cette voie est impliquée dans le
controle des mouvements, la dégénérescence de ces neurones étant d’ailleurs associée aux
symptomes de tremblements et de rigidité musculaire associés a la maladie de Parkinson.
La voie nigro-striée est la plus massive des voies dopaminergiques et représente environ
80% du systeme dopaminergique cérébral (Jucaite, 2002).

La voie méso-corticale est formée par les neurones dopaminergiques de ’aire tegmen-
tale ventrale qui se projettent dans le cortex frontal. Cette voie est excitatrice et parti-
cipe a la formation de la mémoire a court terme, la planification, la capacité a établir des
stratégies, a résoudre les problémes, ainsi que la consolidation de la mémoire. Un dysfonc-
tionnement de cette voie pourrait étre a l’origine des symptomes de la schizophrénie (hal-
lucinations, désordre de la pensée, ...).

La voie méso-limbique prend également son origine dans l’aire tegmentale ventrale et
se projette dans les aires du systéeme limbique, qui comprend le noyau accumbens,

’amygdale et ’hippocampe. Cette voie appartient elle-méme au systeme limbique et joue
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un role important pour la consolidation de la mémoire. En bloquant ce faisceau, les antip-
sychotiques réduisent les émotions intenses provoquées par la schizophrénie, par exemple.
Parmi toutes les régions innervées par les afférences dopaminergiques, le striatum est

la structure cérébrale qui recoit la plus grande quantité de dopamine (Sano et al., 1959).

Lobe X Striatum
frontal ) 3

. Substance
/) noire

Aire tegmentale
ventrale

Figure 36 : Principales voies dopaminergiques du systéme nerveux central.

Le schéma présente les voies dopaminergiques principales du systéme nerveux central. Les neurones
dopaminergiques sont issus de la substance noire compacte ou de ’aire tegmentale ventrale. Les
neurones dopaminergiques issus de la substance noire compacte se projettent dans le striatum,
formant ainsi la voie nigro-striée (en bleu, a droite). Les neurones de l’aire tegmentale ventrale se
projettent soit dans le cortex frontal, formant la voie méso-corticale (en bleu, a gauche), soit dans
le noyau accumbens, formant alors la voie méso-limbique (en vert). Mentionnons également la voie
tubéro-infundibulaire (en violet), qui relie ’hypothalamus a ’hypophyse, influencant la sécrétion
de certaines hormones, telles que la prolactine. Schéma modifié d’aprés:
http://www.lecerveau.mcgill.ca/.

5.2. Diversité des récepteurs dopaminergiques

Classification des récepteurs dopaminergiques

Comme la plupart des neurotransmetteurs, la dopamine agit par l’intermédiaire de plu-
sieurs types de récepteurs. Il s’agit tous de récepteurs métabotropiques, qui présentent
des homologies de séquences, de structures et de fonctions. Ils sont codés par une famille
de génes qui ont subi des duplications suivies de pression sélective sur les génes dupliqués
(Vernier et al., 1995). Ainsi, les homologies de genes soulignent la conservation des fonc-
tions fondamentales de ces récepteurs. Les différences moléculaires et pharmacologiques

entre les différents types de récepteurs reposent sur la survenue de mutations, larges ou
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discrétes, qui ont entrainé des expressions tissulaires et des fonctions différentes entre les
récepteurs correspondant (Callier et al., 2003).

Chez les Vertébrés, les récepteurs dopaminergiques appartiennent a deux classes de
récepteurs métabotropiques. Ces classes ont été initialement définies par leur capacité a
moduler ’activité de ’adénylate cyclase et la production d’AMPc (Adénosine MonoPhos-
phate cyclique) dans les cellules (Kebabian and Calne, 1979). Alors que la classe des récep-
teurs D1 stimule l'activité de l’adénylate cyclase, celle des récepteurs D2 inhibe au
contraire cette activité. Les récepteurs de ces deux classes ont ensuite été différenciés
par leurs propriétés pharmacologiques puis clonés, ce qui a révélé U'existence d’autres
types de récepteurs de la méme famille (Sokoloff and Schwartz, 1995; Missale et al.,
1998). Chez les mammiferes, la classe des récepteurs D1 comporte deux sous-types de ré-
cepteurs : D1A (ou D1) et D1B (ou D5), et la classe des récepteurs D2 comprend trois sous-
types : D2, D3 et D4.

Il existe de nombreuses molécules pharmacologiques permettant de distinguer entre el-
les les deux grandes familles de récepteurs D1 et D2. La dopamine possede une affinité
micromolaire pour les récepteurs D1 et nanomolaire pour les récepteurs D2. D’autre part,
le SCH-23390 est le prototype de [’antagoniste spécifique des récepteurs D1 et la famille
des SKF (SKF-38393, SKF-81297, ...) celui des agonistes D1. Pour la classe des récepteurs
D2, le quinpirole représente un antagoniste classique alors que le raclopride et
’halopéridol sont des antagonistes spécifiques (Gingrich and Caron, 1993; Ogawa, 1995).
La discrimination des autres sous-types de récepteurs est pharmacologiquement beaucoup
plus difficile.

L’analyse de la séquence des récepteurs dopaminergiques les classe dans la grande fa-
mille des récepteurs couplés aux protéines G hétéromériques. Les membres de cette fa-
mille sont caractérisés par la présence de sept hélices hydrophobes traversant la mem-
brane plasmique. Si les segments transmembranaires sont bien conservés entre les récep-
teurs des classes D1 et D2, les régions intra- et extra-cellulaires sont beaucoup plus varia-
bles (Civelli et al., 1993) (Figure 37). Les récepteurs D1 posseédent une longue extrémité C-
terminale cytoplasmique et une troisiéeme boucle cytoplasmique courte. A ’opposé, les
récepteurs D2 ont une extrémité C-terminale cytoplasmique trés courte et une troisieme
boucle cytoplasmique tres longue. Ces deux régions interviennent dans un certain nombre
de régulations de ’activité du récepteur, la plus importante étant son couplage aux pro-
téines G. Ce couplage est d’ailleurs un autre critére de distinction des récepteurs dopami-
nergiques. En effet, les récepteurs D1 sont associés aux protéines Gas/Gaols alors que les
récepteurs D2 sont couplés aux protéines Goi/Gao, modulant ainsi différemment les voies

de signalisation intracellulaire (Callier et al., 2003).
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Ainsi, mise a part leur affinité pour la dopamine, les récepteurs dopaminergiques de

type D1 et D2 sont tres différents.

Récepteur dopaminergique Récepteur dopaminergique
de type D1 de type D2
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Figure 37 : Structures comparées des récepteurs de la dopamine.
Les séquences en acides aminés représentées sont celles des récepteurs D1 et D2 humains. Les
groupements glycosylés (CHO) et palmitoylés (lignes brisées) qui ancrent le récepteur a la mem-
brane sont représentés. Schéma modifié d’aprés (Le Crom, 2000).

Distribution tissulaire des récepteurs dopaminergiques

Les récepteurs de type D1 et D2 sont présents dans toutes les aires cérébrales recevant
des afférences dopaminergiques et leurs patterns d’expression se recoupent largement
(Figure 38). Les récepteurs D1 (ou D1A) et D2 sont les plus abondants de leur classe respec-
tive. La majorité des récepteurs D2 est située dans le striatum, le noyau accumbens et les
tubercules olfactifs. Ils sont également présents dans la substance noire, ou ils agissent en
tant qu’auto-récepteurs sur les neurones dopaminergiques. Les récepteurs D1 sont majori-
tairement présents dans le striatum, le noyau accumbens et les tubercules olfactifs. Le
récepteur D5 est le récepteur de type D1 spécifique de ’hippocampe.

Dans le cortex, les récepteurs D1, D4 et D5 sont les plus abondants, bien que les autres
sous-types de récepteurs y soient également exprimés, a de plus faibles niveaux. Dans le
striatum, seuls les récepteurs D1, D2 et D3 sont exprimés. Les récepteurs D1 et D2 sont
distribués de maniere homogéene a travers le noyau caudé, le putamen et le noyau accum-
bens (Figure 38). Les récepteurs D3 sont particulierement enrichis dans le noyau accum-

bens, avec des taux d’expression moyens dans le putamen ventral.
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Figure 38 : Distribution de ’expression des génes codant les cing récepteurs dopaminergiques dans
le cerveau.

Les taux d’ARNm de chaque sous-type de récepteurs sont représentés selon leur niveau
d’expression.

A : noyau accumbens ; C : noyau caudé ; P : putamen ; HPC : hippocampe ; ERC : cortex entorhinal ;
Neo : neocortex ; SN : substance noire pars compacta ; ATV : aire tegmentale ventrale. D’aprés les
ressources de l"université du Michigan, USA (http://www.umich.edu/).

Localisation cellulaire des récepteurs dopaminergiques

Les récepteurs de types D1 et D2 sont co-exprimés dans certaines régions comme le
striatum, le bulbe olfactif et le noyau accumbens. Dans le striatum, les récepteurs D1 et
D2 sont exprimés par les neurones efférents de type épineux de taille moyenne. Ils sont
trés rarement co-exprimés par un méme neurone, les récepteurs D1 étant majoritairement
exprimés par les neurones de projection de la voie directe (voie striato-nigrale) qui expri-
ment également la substance P, et les récepteurs D2 par les neurones de projection de la
voie indirecte (voie striato-pallidale) qui expriment également |’enképhaline (Surmeier et
al., 1996).

Les récepteurs D1, tout comme les récepteurs D2, sont localisés sur les neurones post-
synaptiques recevant de la dopamine. Par exemple, la localisation des récepteurs D1 en
microscopie électronique sur les cellules pyramidales du cortex de primate montre qu’ils
sont surtout présents sur les épines dendritiques (Smiley et al., 1994; Bergson et al.,

1995). Dans le striatum, les récepteurs D1 et D2 sont également fortement concentrés sur
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les dendrites et les épines dendritiques, et sont relativement peu présents au niveau du
soma (Levey et al., 1993). L’étude précise de la localisation subcellulaire des récepteurs
D1 et D2 dans le striatum montre que les récepteurs D1 sont situés au niveau de « la téte »
et du « corps » des épines dendritiques, en dehors des synapses mais aussi en plus faibles
proportions au niveau des synapses (Dumartin et al., 1998). Les récepteurs D2 ont une lo-
calisation extra-synaptique, et sont positionnés au niveau du « cou » des épines dendriti-
ques, contrairement aux récepteurs du glutamate par exemple qui sont situés sur « la
téte » de ces épines (Yung and Bolam, 2000) (Figure 39). De méme, dans le bulbe olfactif,
les récepteurs D2 sont majoritairement localisés au niveau des parties distales des dendri-
tes et sur les épines dendritiques (Levey et al., 1993; Yung et al., 1995).

Outre cette localisation post-synaptique classique, les récepteurs D2 sont également
exprimés par les neurones dopaminergiques eux-mémes, au niveau desquels ils agissent en
tant qu’auto-récepteurs. Le récepteur D2 existe sous deux isoformes, générées par un
épissage alternatif de la séquence qui correspond a un segment de 29 acides aminés dans
la troisieme boucle cytoplasmique. Des analyses en RT-PCR semi-quantitatives et en immu-
nohistochimie ont montré que la forme courte de ce récepteur, appelée D2S, est majori-
tairement localisée sur les corps cellulaires et les axones de projection des neurones do-
paminergiques dans le mésencéphale et U’hypothalamus (Guivarch et al., 1995). Au
contraire, la forme longue du récepteur D2, appelée D2L, est fortement exprimée dans les
neurones du striatum et du noyau accumbens (Khan et al., 1998). Par conséquent,
l’épissage alternatif du gene codant le récepteur D2 entraine des localisations subcellulai-
res différentes, isoforme D2S étant majoritairement pré-synaptique et l'isoforme D2L

majoritairement post-synaptique.
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Figure 39 : Organisation d’une « synapse » dopaminergique.

Bien que les terminaisons des neurones dopaminergiques ne forment pas de vraies synapses, elles
sont apposées a proximité du « cou » des épines dendritiques dans de nombreuses structures céré-
brales, telles que le striatum. La voie de biosynthése de la dopamine est indiquée dans le neurone
dopaminergique (TH : tyrosine hydroxylase, AAADC : aromatic amino acid decarboxylase), de méme
que le stockage de la dopamine dans des vésicules par l’intermédiaire du transporteur vésiculaire
de monoamines (VMAT : vesicular monoamine transporter). Aprés avoir été libérée dans ’espace
extracellulaire, la dopamine est rapidement recapturée par le transporteur de la dopamine (DAT :
dopamine transporter). La dopamine agit également sur les récepteurs de type D1 (couplés aux pro-
téines Ga,/Gays) et sur les récepteurs de type D2 (couplés aux protéines Ga,/Ga;). La localisation
subcellulaire des récepteurs détermine les effets engendrés par l’activation de ces récepteurs. Les
récepteurs D2 sont localisés a la fois au niveau des terminaisons dopaminergiques pré-synaptiques,
ou ils inhibent la libération de dopamine en diminuant ’activité calcique, et sur les neurones post-
synaptiques, ou ils activent entre autres des canaux potassiques. Les récepteurs D1 occupent une
position post-synaptique, ou ils activent I’adénylate cyclase (Ad Cyc). Ils peuvent étre localisés soit
a proximité de la synapse (principalement les récepteurs D1A), ou ils peuvent interagir avec des
récepteurs synaptiques tels que les récepteurs NMDA, soit a distance du site de libération de la do-
pamine (pour les récepteurs D1B). D’apres (Callier et al., 2003).
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5.3. Régulation des voies de signalisation intracellulaire par les récepteurs

D1 et D2 dans le striatum

Malgré la diversité des récepteurs dopaminergiques évoquée précédemment, nous al-
lons a présent nous intéresser aux voies de signalisation activées par les deux sous-types
majoritairement exprimés dans le striatum : les récepteurs D1 et D2. Parmi ceux-ci, nous
nous intéresserons plus particulierement aux récepteurs D2 car ils se sont avérés particu-

lierement importants dans mon étude.

5.3.1. Les récepteurs D1

L’activation de I’adénylate cyclase est la voie de transduction majoritaire pour les
récepteurs D1

La premiére réponse cellulaire analysée aprés la stimulation des récepteurs D1 fut
Uactivation de l’adénylate cyclase, mesurée par la production d’AMPc (Kebabian and
Calne, 1979; Monsma et al., 1990). Dans le striatum, cette activation est médiée par la
protéine Goos (Herve et al., 1993). La production du second messager AMPc entraine a
son tour ’activation de la PKA (cAMP-dependent Protein Kinase) et la phosphorylation de
ses substrats, tels que les canaux calciques de type L (entrainant une augmentation de
Uinflux de Ca2+), DARPP-32, et le facteur de transcription CREB.

La stimulation des récepteurs D1 induit également la phosphorylation de canaux ioni-
ques dans le striatum, tels que les canaux sodiques, potassiques, et les récepteurs NMDA,
ce qui produit des effets complexes sur l'activité du neurone, qui dépendent en partie de
son état d’activation (Surmeier and Kitai, 1993; Hernandez-Lopez et al., 1997; Cepeda et
al., 1998; Cantrell et al., 1999). Les récepteurs D1 seraient également capables d’inhiber
’activité de l’échangeur Na+/H+ (Felder et al., 1993) ainsi que ’ATPase Na+/K+ (Horiuchi
et al., 1993).

Des études sur cultures de neurones striataux montrent que la dopamine active les pro-
téines PKC par Uintermédiaire des récepteurs D1 mais indépendamment de la production
d’AMPc (McMillian et al., 1992). En activant la PKC, les récepteurs D1 provoquent une ré-
traction neuritique des cellules horizontales de la rétine de poisson rouge maintenues en
culture (Rodrigues Pdos and Dowling, 1990). Toutefois, des effets opposés ont été observés
sur des neurones striataux de rat en culture (mise en culture a E17, traitement a JIV7).
Ainsi, apres une heure de traitement avec de la dopamine ou un agoniste D1, on observe
une augmentation du nombre des cones de croissance, de la taille des neurites, et de

’arborisation dendritique (Schmidt et al., 1996). Ces modifications morphologiques restent
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stables aprés 24 heures, une observation en faveur d’un role des récepteurs D1 dans la

différenciation neuronale.

Les récepteurs D1 modulent I’activité des voies MAPK

Depuis 1998, l'effet de la dopamine sur ’activation des voies MAPK a été étudié in vi-
tro et in vivo. Le role physiologique de cette signalisation est confirmé par |’observation
de la régulation différentielle de l’expression du gene c-fos (géne précoce de réponse a
’augmentation d’AMPc) et du facteur de transcription CREB lors du développement du
striatum (Arnauld et al., 1998; Wirtshafter, 1998). Ainsi, le SKF-38393, un agoniste D1 trés
spécifique, n’est capable d’induire U’expression de c-fos dans le striatum qu’au cours du
développement post-natal précoce. Dans des lignées de cellules de neuroblastomes hu-
main, exprimant de facon endogéne les récepteurs D1, la dopamine entraine ’activation
des voies JNK, p38 et ERK, d’une facon dépendante de la concentration de dopamine et de
la durée du traitement (Chen et al., 2004). Dans cette étude, la stimulation sélective des
récepteurs D1 avec ’agoniste SKF-38393 n’entraine l’activation que de la voie ERK et non
des voies JNK et p38. Cette activation est alors inhibée par [’antagoniste SCH-23390 et par
un inhibiteur de la PKA. Dans des cultures primaires de neurones striataux, les récepteurs
D1 peuvent activer la voie ERK. Cette activation stimule a son tour la phosphorylation, et

ainsi ’activation de la voie Akt (Brami-Cherrier et al., 2002).

5.3.2. Les récepteurs D2

Les récepteurs D2 modulent I’activité de nombreux effecteurs intracellulaires

Lorsque la dopamine se lie a un récepteur D2, elle enclenche plusieurs cascades
d’activation, qui sont dépendantes ou non des protéines G. Par exemple, ’activation des
récepteurs D2 inhibe ’activité de ’adénylate cyclase via Gaj/,, bloquant ainsi la produc-
tion d’AMPc et Uactivité de la PKA (Missale et al., 1998). Par ’intermédiaire des protéines
G, les récepteurs D2 sont aussi capables d’activer un canal potassique, augmentant ’efflux
de potassium, induisant alors une hyperpolarisation du neurone. Ces effets, observés dans
des neurones du striatum et du mésencéphale de rats (Kitai and Surmeier, 1993; Liu L. et
al., 1994a; Greif et al., 1995), permettraient aux récepteurs D2 pré-synaptiques d’inhiber
la libération de dopamine (Missale et al., 1998).

La stimulation des récepteurs D2 module également la concentration intracellulaire de
calcium, en activant des canaux calciques, les récepteurs au glutamate AMPA et NMDA, et
la phospholipase C (PLC). Ces modifications calciques s’accompagnent de changements de

’activité de protéines régulées par le calcium, telles que la protéine phosphatase calci-
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neurine (PP2B) et les isoformes B et ¢ de la protéine kinase C (PKC) (Nishi et al., 1997;
Bibb, 2005; Zou et al., 2005).

D’autres effecteurs peuvent étre activés par les récepteurs D2 indépendamment du
calcium. Parmi eux, d’autres canaux ioniques sont activables par les récepteurs D2 : il
s’agit de canaux sodiques, des canaux de courants potassiques rectifiants (GIRK) et de
l’échangeur Na+/K+. L’effet activateur des récepteurs D2 s’applique également sur la pro-
téine phosphatase-1 (PP1), la voie de signalisation Raf/MEK/ERK;,, et les facteurs de
transcription tels que CREB et NF-xB (Missale et al., 1998; Takeuchi and Fukunaga, 2004;
Bibb, 2005).

Le récepteur D2 interagit avec les protéines G par de courtes séquences peptidiques
qui sont proches des extrémités N- et C- terminales de la troisieme boucle cytoplasmique
(Lachowicz and Sibley, 1997; Scarselli et al., 2001), ce qui laisse le reste de cette longue
boucle accessible pour interagir avec d’autres protéines. Elle lui permet par exemple
d’interagir avec la protéine d’échafaudage post-synaptique spinophiline, le reliant ainsi a
PP1, le cytosquelette d’actine, et d’autres protéines transmembranaires (Figure 40).

Comme nous [’avons indiqué précédemment, les récepteurs D2 existent sous deux iso-
formes issues d’un épissage alternatif : les formes D2L (D2 long) et D2S (D2 short). Ces
deux formes de récepteurs different par une séquence de 29 acides aminés qui est man-
quante dans la troisieme boucle cytoplasmique du récepteur D2S par rapport au D2L (Fi-
gure 41). Cette boucle étant impliquée dans les interactions entre le récepteur et ses par-
tenaires intra-cytoplasmiques (Figure 40), les récepteurs D2S et D2L pourraient réguler des
voies de signalisation différentes. Cette hypothese est d’ailleurs confortée par plusieurs
études (Liu Y. F. et al., 1994b; Guiramand et al., 1995; Choi et al., 1999; Kim et al.,
2004), dont ’étude comparative des souris knock-out pour le géne codant la forme D2L
uniquement ou les deux formes L et S (Usiello et al., 2000; Wang et al., 2000). Il semble
donc important de différencier les effets de ces deux isoformes pour étudier le role des

récepteurs D2 dans ’établissement de processus intracellulaires.
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Figure 40 : Schéma représentant le récepteur D2 et ses partenaires participant a des voies de signa-
lisation intracellulaire.

La liaison de la dopamine avec le récepteur D2 entraine [’activation de la protéine Ga;/, hétéromé-
rique qui est couplée a sa troisieme boucle cytoplasmique. Cette activation inhibe ’activité de
’adénylate cyclase et diminue donc la production d’AMPc, et ’activité de la PKA. La régulation de
’AMPc par le récepteur D2 est dépendante de son association avec Par-4, interaction qui est com-
pétitivement inhibée par la calmoduline associée au Ca®* (Park et al., 2005). La p-arrestine 2 se lie
a la troisieme boucle cytoplasmique du récepteur phosphorylé et forme un complexe avec PP-2A et
Akt, conduisant a U'inactivation d’Akt. GSK3, le substrat d’Akt pourrait également participer a ce
complexe. Schéma d’aprées (Bibb, 2005).

Les B-arrestines assurent la désensibilisation des récepteurs D2

Le role d’un récepteur métabotropique est de transmettre un signal extracellulaire a
travers la membrane plasmique et de le traduire par la régulation de voies de signalisation
intracellulaire. Pour effectuer cette tache, la liaison de l’agoniste a son récepteur modifie
la conformation du récepteur, ce qui lui permet d’interagir directement avec les protéines
G hétéromériques, ce qui enclenche les cascades de réponses intracellulaires. Pour que le
récepteur puisse a nouveau assurer une réponse a une éventuelle activation extracellu-
laire, il doit retrouver sa conformation initiale, ou laisser sa place a un nouveau récepteur.
La désensibilisation est un mécanisme commun aux récepteurs métabotropiques qui leur
permet d’étre internalisés puis resensibilisés et recyclés a la membrane plasmique. Les
récepteurs sont ainsi a nouveau capables de répondre a une nouvelle stimulation extracel-
lulaire. Ce mécanisme fait intervenir deux étapes cruciales : d’une part, la phosphoryla-

tion du récepteur par des kinases de la famille des GRK (G protein-coupled Receptor Kina-
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ses), et d’autre part U'internalisation du récepteur par des protéines de la famille des B-
arrestines.

Dans le cas des récepteurs D2, suite a leur activation par la dopamine, ils peuvent étre
phosphorylés directement par les GRK, ou par U'intermédiaire de kinases répondant a la
production de seconds messagers : les PKC. En effet, la troisieme boucle intracellulaire des
récepteurs D2 contient plusieurs sites de phosphorylation par la PKC, dont ’'un de ces si-
tes, la Ser 355, est associé a la désensibilisation fonctionnelle du récepteur (Namkung and
Sibley, 2004) (Figure 41). Ce site est proche de U'extrémité C-terminale de la troisieme
boucle cytoplasmique, c’est-a-dire proche du domaine d’interaction avec les protéines G.
Ainsi, la phosphorylation de cette sérine entrainerait, par un changement conformationnel

ou un phénomeéne électrostatique, un découplage du récepteur avec la protéine G.
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Figure 41 : Séquence du récepteur D2L.

Les résidus en rouge représentent la séquence qui est manquante dans le récepteur D2S (acides
aminés 242 a 270). Les résidus en noir représentent les sites putatifs de phosphorylation par les
PKC. Les résidus en noir numérotés sont les sites fonctionnellement identifiés comme étant phos-
phorylés par les PKC. Schéma modifié d’apres (Namkung and Sibley, 2004).

Les protéines GRK phosphorylent préférentiellement des sérines et thréonines qui sont
a proximité de résidus chargés négativement. Par conséquent, la phosphorylation initiale

du récepteur D2 par la PKC pourrait augmenter ’affinité des GRK pour les sérines et thréo-
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nines voisines. Cette phosphorylation promeut a son tour l’association de la B-arrestine
avec la troisieme boucle intracellulaire du récepteur. La B-arrestine recrute alors les com-
posants de la machinerie d’endocytose au niveau du récepteur (AP2, clathrine, dynamine).
Celui-ci est internalisé par des vésicules recouvertes de clathrine, resensibilisé dans des
endosomes (séparation du récepteur et de son ligand, déphosphorylation du récepteur)

puis recyclé a la membrane plasmique, ou dégradé par les lysosomes (Figure 42).
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Figure 42 : Désensibilisation, recyclage ou dégradation des récepteurs D2.

Quand la dopamine se lie au récepteur D2, ce dernier active la protéine G qui lui est associée. La
PKC et les GRK phosphorylent le récepteur, qui devient alors fonctionnellement découplé de la pro-
téine G. L’affinité du récepteur phosphorylé pour la B-arrestine 2 augmente. La fixation de la B-
arrestine 2 sur la troisiéme boucle cytoplasmique du récepteur empéche toute nouvelle activation
d’autres protéines G. De plus, la B-arrestine 2 recrute la clathrine a la membrane, ainsi que les
composants permettant la formation d’une vésicule d’endocytose recouverte de clathrine. Le ré-
cepteur est alors internalisé, puis il est soit recyclé, soit dégradé par les lysosomes. Schéma modifié
d’apreés (Shenoy and Lefkowitz, 2003).

Parmi les protéines de la famille des arrestines, ce sont les B-arrestines 2 qui interagis-
sent avec les récepteurs D2 dans le striatum (Macey et al., 2004). De méme, parmi les pro-
téines de la famille des GRK, il semblerait que la protéine GRK6 soit responsable de la
phosphorylation des récepteurs D2, et qu’elle joue un role particulierement important
dans la médiation des effets de la dopamine dans le striatum (Gainetdinov et al., 2004). En
effet, contrairement aux autres souris knock-out pour un gene codant une protéine de la
famille des GRK, les souris knock-out pour GRK6 sont hypersensibles aux effets locomoteurs

induits par des psychostimulants comme la cocaine et ’amphétamine (Gainetdinov et al.,
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2003), qui augmentent toutes les deux la concentration de dopamine dans les synapses
nigro-striatales. Ces souris présentent également une plus grande affinité entre les récep-
teurs D2 et les protéines G dans le striatum, sans aucun effet sur les récepteurs D1. Les
auteurs de cette analyse suggerent alors que les récepteurs D2 sont une cible physiologi-
que de GRK6 dans le striatum, et qu’un mécanisme de régulation dépendant de GRK6 pour-
rait contribuer a "hypersensibilité dopaminergique dans des états pathologiques, tels que

’addiction.

5.4. La dopamine, impliquée dans des conditions pathologiques

La dopamine est impliquée dans plusieurs maladies humaines

L’intérét pour les récepteurs dopaminergiques provient de la découverte de
altération de la transmission dopaminergique dans plusieurs pathologies humaines, essen-
tiellement la maladie de Parkinson, ’addiction aux drogues d’abus, les désordres de
Uhumeur et de U’affect (schizophrénie), le syndrome Gilles de la Tourette, les troubles
obsessionnels convulsifs, les prolactinomes de la glande hypophysaire, I’hypertension et les
dysfonctions cardiovasculaires. De nombreux médicaments utilisés pour traiter ces mala-
dies ciblent les récepteurs dopaminergiques (neuroleptiques, médicaments anti-
parkinsonniens, ... etc.) (Strange, 1993; Seeman and Van Tol, 1994; Sokoloff and Schwartz,
1995). Par exemple, les antagonistes des récepteurs dopaminergiques de type D2, tels que

[’halopéridol et la rispéridone, diminuent efficacement les psychoses.

La dopamine peut engendrer un stress oxydatif

La dopamine est un catéchol actif, qui peut s’auto-oxyder plus facilement que la nora-
drénaline et ’adrénaline (Graham, 1984). L’auto-oxydation des catécholamines se produit
lorsqu’une paire d’électrons est libérée dans le systeme, un électron étant utilisé pour

oxyder la catécholamine, ’autre électron s’ajoutant a la molécule d’oxygene, générant
ainsi un radical superoxide (0;). Des radicaux libres peuvent étre formés in vivo par la

dopamine au cours de son oxydation par des processus enzymatiques ou non enzymatiques
(Fornstedt et al., 1990; Obata, 2002) (Figure 43), principalement dans les régions cérébra-
les qui recoivent les plus grandes quantités de dopamine, telles que le striatum (Obata,
2002).

La dopamine est métabolisée par déamination enzymatique par la monoamine oxydase
B (MAO-B), une enzyme mitochondriale (Figure 43). Cette déamination produit l’acide 3,4-

dihydroxyphenylacétique (DOPAC), qui est non toxique, et de l’eau oxygénée H,;0; (Maker
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et al., 1981). L’H,0; peut étre a son tour convertie en radicaux hydroxyl (OH) hautement
toxiques, par une réaction catalysée par les ions libérés par les métaux de transition
(Youdim, 2003; Sidhu et al., 2004). La dopamine peut également s’auto-oxyder spontané-
ment, au pH intracellulaire normal et en présence de molécules d’oxygéne, en semi-
quinones, radicaux superoxides et peroxides d’hydrogene, qui sont des composés forte-
ment réactifs et toxiques (Graham, 1978). De plus, les superoxides peuvent étre convertis
en H;0, par des superoxides dismutases, ou en radical peroxinitrite, tres réactif et cyto-
toxique, en présence de monoxyde d’azote. L’accumulation de ces especes hautement
réactives dans les tissus peut provoquer une cascade d’événements, incluant des domma-
ges du transport d’électrons mitochondrial, une augmentation de la concentration cytoso-
lique en calcium libre, et I’activation de protéases et de lipases conduisant a la mort pré-

maturée de la cellule (Halliwell, 1992).
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Figure 43 : Métabolisme oxydatif de la dopamine dans le cerveau.

L’oxydation de la dopamine par la monoamine oxydase B entraine la formation d’acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC), d’ammonium (NH3) et d’eau oxygénée (H,0,). L’auto-oxydation
spontanée de la dopamine peut étre favorisée par la présence d’ions tels que Fe** et/ou par des
enzymes telles que la tyrosinase et la prostaglandine H-synthase. Dans ce processus, la dopamine
est oxydée en quinone. Les deux voies d’oxydation de la dopamine, enzymatique et spontanée,
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provoquent un stress oxydatif dans la cellule, soit directement, par la libération de radicaux libres,
soit indirectement, par [’action de quinones dérivées de la dopamine.

La dopamine peut s’auto-oxyder a la fois a Uintérieur et a Uextérieur de la cellule
(Graham, 1978). Bien que la production de radicaux libres soit un mécanisme du métabo-
lisme normal, ’auto-oxydation excessive de la dopamine ou la diminution de U’efficacité
des systemes de défense intracellulaires contre les radicaux libres, conduisent a
’accumulation de composés fortement réactifs et cytotoxiques qui peuvent saturer les
systemes de défense cellulaires, augmentant alors leur toxicité. Ainsi, il a été démontré
que la dopamine peut provoquer la mort de neurones en culture en produisant un stress
oxydatif en présence d’ions (Tanaka et al., 1991), et que U'injection intra-striatale de do-
pamine induit la mort des neurones dopaminergiques pré-synaptiques et des neurones
striataux post-synaptiques, de maniére dose-dépendante (Filloux and Townsend, 1993). Les
toxines telles que le MPTP (1-Méthyl-4-Phényl-1,2,3,6-TetrahydroPyridine) et
’amphétamine augmentent la libération synaptique de dopamine dans le striatum et pro-
voquent la dégénérescence des neurones dopaminergiques par un stress oxydatif
(Sirinathsinghji et al., 1988; O'Dell et al., 1993). La nature « pro-oxydante » de la dopa-
mine est ainsi mise en évidence dans les études qui montrent qu’une élévation de la libé-
ration de dopamine augmente a la fois les radicaux hydroxyl (Smith et al., 1994) et les
taux de glutathione oxydée dans des neurones mésencéphaliques (Spina and Cohen, 1988;
Han et al., 1996). D’autre part, ’administration d’antioxydants isolés ou combinés sous
forme de « cocktails » se montre neuroprotectrice contre la toxicité de la dopamine dans
des cultures de neurones corticaux (Rosenberg, 1988; Hoyt et al., 1997), de neurones stria-
taux (McLaughlin et al., 1998) et de cellules de neuroblastome (Offen et al., 1996).

Toutes ces données suggerent que les produits d’oxydation de la dopamine peuvent

participer a la toxicité neuronale de la dopamine.

5.5. Dopamine et maladie de Huntington ?

La neurodégénérescence sélective dans le cerveau des malades atteints de MH, qui
touche le striatum, constitue la base des symptomes neurologiques de cette maladie
(Vonsattel et al., 1985). Bien que la huntingtine mutée soit exprimée dans toutes les cellu-
les de l'organisme, seuls les neurones GABAergiques de projection du striatum meurent
dans la MH, et parmi ces neurones, ceux de la voie striato-pallidale, porteurs de récep-

teurs D2, sont les plus vulnérables.
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Le striatum est la structure qui recoit la plus dense innervation dopaminergique. Cette
particularité neuro-anatomique pourrait contribuer a la vulnérabilité de cette structure. Il
est intéressant de noter en outre que le profil de neurodégénérescence de la MH progresse
selon un gradient dorso-ventral qui correspond au gradient de concentration de dopamine
dans le striatum (Cass, 1997). Plusieurs arguments indirects suggerent que la dopamine
puisse jouer un role dans la MH (Jakel and Maragos, 2000). Ce chapitre expose la plupart

de ces arguments.

La MH reproduit des symptémes qui ont été corrélés a la dopamine

Dans la littérature, plusieurs articles rapportent des cas de malades de Huntington
ayant été diagnostiqués par erreur comme étant atteints du syndrome de Gilles de la Tou-
rette (Kerbeshian et al., 1991; Jankovic and Ashizawa, 1995; Straube et al., 1997; Angelini
et al., 1998; Siesling et al., 2000; Alonso et al., 2004). Le syndrome Gilles de la Tourette
(SGT) est un trouble neurologique caractérisé par une incoordination des mouvements as-
sociée a des tics. Ces tics sont des mouvements involontaires, rapides et soudains. Il s’agit
également de sons qui se produisent de facon répétée et stéréotypée. Ce syndrome appa-
rait généralement avant l’age de 18 ans. Les tics moteurs caractérisant cette maladie peu-
vent rappeler les mouvements involontaires de la MH, ce qui conduit parfois a une erreur
de diagnostic. Les observations neuropharmacologiques du SGT ont montré que les symp-
tomes de cette maladie sont engendrés par une hyperactivité de la transmission dopami-
nergique dans la voie nigro-striée et que tous les médicaments qui sont efficaces dans le
SGT sont des antagonistes dopaminergiques, tels que [’halopéridol (Singer et al., 1982;
Shapiro et al., 1989; Singer, 2001).

D’autre part, les études menées sur les souris knock-out pour le gene codant le trans-
porteur de la dopamine (DAT) ont apporté des connaissances intéressantes sur les effets de
concentrations synaptiques élevées de dopamine de facon chronique et physiologique. DAT
est un transporteur de recapture de la dopamine, situé sur les terminaisons axonales des
neurones dopaminergiques, donc en pré-synaptique. Il permet de réguler la concentration
synaptique de dopamine et d’assurer la clairance du neurotransmetteur. Les souris DAT-KO
présentent une hyper-dopaminergie persistente, la concentration synaptique de dopamine
étant cinq fois plus élevée que chez les souris normales (Giros et al., 1996; Gainetdinov et
al., 1998; Jones et al., 1998; Gainetdinov et al., 1999). Toutes ces études ont rapporté
une hyperactivité locomotrice des souris DAT-KO. Le taux de mortalité est également plus
élevé chez les souris DAT-KO (Giros et al., 1996). Une étude récente a révélé que la mort
des souris DAT-KO est précédée d’un développement sporadique de symptomes dyskinéti-

ques rappelant ceux de la MH qui s’accompagnent d’une mort sélective des neurones stria-
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taux GABAergiques recevant de la dopamine (Cyr et al., 2003). Les symptomes moteurs des
souris DAT-KO sont directement induits par la dopamine puisque ’inhibition chronique de
la synthése de dopamine empéche leur apparition. Méme si les mécanismes précis ne sont
pas connus, cette étude montre que de fortes concentrations synaptiques de dopamine
peuvent a elles seules provoquer la mort sélective des neurones striataux de projection et

entrainer |’apparition de symptomes moteurs semblables a ceux observés dans la MH.

La dopamine peut étre un facteur potentialisateur de la toxicité de molécules
pharmacologiques utilisées pour modéliser la MH

Plusieurs expériences indiquent que, bien qu’elles soient tolérées dans des conditions
physiologiques normales, les concentrations de dopamine présentes dans le striatum peu-
vent potentialiser la toxicité neuronale d’inhibiteurs pharmacologiques utilisés pour modé-
liser la MH, tels que le malonate et le 3-NP, deux inhibiteurs de la succinate déshydrogé-
nase (complexe Il de la chaine de respiration mitochondriale).

Par exemple, un traitement avec des concentrations subtoxiques de 3-NP provoque une
neurodégénérescence striatale lorsqu’il est combiné a un traitement avec des concentra-
tions subtoxiques de dopamine (McLaughlin et al., 1998). Le méme effet synergique est
observé entre le 3-NP et "amphétamine, qui provoque la libération endogéne de fortes
concentrations de dopamine (Bowyer et al., 1996; Reynolds et al., 1998).

Au contraire, la lésion des neurones dopaminergiques dans le striatum par l’injection
de la neurotoxine 6-hydroxydopamine (6-OHDA), protege le striatum de la toxicité du ma-
lonate et du 3-NP (Maragos et al., 1998; Reynolds et al., 1998). Ainsi, ’absence de dopa-
mine dans le striatum inhibe la neurodégénérescence dans deux modeles pharmacologiques

in vivo de la MH.

La dopamine pourrait contribuer au stress oxydatif observé dans la MH

Comme nous ’avons vu précédemment, plusieurs données suggerent que les radicaux
libres pourraient étre d’importants médiateurs de la mort des neurones striataux dans la
MH (voir § 3.3). La dopamine pourrait participer a ce stress oxydatif en étant elle-méme
source de radicaux libres. En effet, dans des cerveaux post-mortem de malades MH, il a
été montré que ’activité de la MAO-B, ’enzyme responsable de |’oxydation de la dopa-
mine, est augmentée de 260 % dans le noyau caudé, en comparaison avec des individus
sains (Mann et al., 1986). Ainsi, méme si les concentrations synaptiques de dopamine ne
sont pas augmentées, l’augmentation de [’activité de la MAO-B accélererait le métabo-
lisme de la dopamine et la production subséquente de radicaux libres. Il a d’ailleurs été

montré que les taux de DOPAC sont également augmentés dans le liquide céphalo-
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rachidien des malades MH (Garrett and Soares-da-Silva, 1992). Ces données confortent
donc ’hypothese de ’implication de la dopamine dans le stress oxydatif observé dans la
MH.

Enfin, les travaux de Luo ont montré qu’en produisant des radicaux libres, la dopamine
est capable d’activer la voie pro-apoptotique JNK/c-Jun (Luo et al., 1998). Or cette voie
est corrélée a la dégénérescence sélective des neurones striataux dans un modele pharma-
cologique de la MH (voir § 4.3). La dopamine pourrait donc, par le biais de la production de

radicaux libres, participer a la neurodégénérescence spécifique de la MH.

Malgré Uexistence de nombreux arguments indirects en faveur d’un role de la dopa-
mine dans la vulnérabilité spécifique des neurones striataux dans la MH, les mécanismes
précis par lesquels la dopamine pourrait révéler la toxicité de la huntingtine mutée de-

meurent inconnus.

87



Objectifs & stratégies

Objectifs et stratégies de cette these

Malgré les efforts menés par la recherche sur la maladie de Huntington, les mécanis-
mes pathologiques de cette maladie ne sont toujours pas clairement identifiés. Douze ans
apres la découverte de son origine génétique, il n’existe pas de traitement capable de
stopper ni méme de ralentir la progression de cette maladie.

Afin de mieux comprendre le processus pathophysiologique qui méne a la dégénéres-
cence des neurones striataux et donc aux symptomes de la maladie de Huntington, nous

avons choisi d’explorer le role que pouvait jouer la dopamine dans cette maladie.

Caractérisation et validation d’un modeéle cellulaire de MH

La premiére partie de notre travail consistait a caractériser et valider un modele cellu-
laire permettant d’analyser les effets moléculaires de la huntingtine mutée dans les neu-
rones striataux. Nous avons pour cela utilisé un modele de cultures primaires de neurones
striataux de souris qui sont transfectés de maniere transitoire avec un plasmide exprimant
Uexon 1 de la huntingtine normale (contenant 25 glutamines) ou mutée (contenant 103
glutamines). Ces séquences sont fusionnées a celle codant la GFP, ce qui permet
d’identifier les neurones transfectés, et de suivre a la fois la localisation subcellulaire des
protéines exprimées ainsi que la formation d’agrégats pour le huntingtine mutée.

Nous avons validé ce modele in vitro qui reproduit deux caractéristiques neuropatholo-
giques importantes de la MH, a savoir la formation d’agrégats de huntingtine mutée dans
tous les compartiments neuronaux, et la mort des neurones striataux exprimant la hunting-
tine mutée. La forme normale de la huntingtine ne reproduit pas ces effets.

Une fois ce modele cellulaire validé, nous avons analysé U'effet de la huntingtine sur
’activation du module JNK/c-Jun dans les neurones striataux, et l'implication de cette

voie pro-apoptotique dans la mort cellulaire induite par la huntingtine mutée.

Analyse de I’effet de la dopamine sur des neurones striataux exprimant la hunting-
tine mutée

L’objectif principal de cette these était d’étudier Uinfluence de la dopamine sur la
vulnérabilité des neurones striataux a la huntingtine mutée. Pour réaliser cette étude,
nous avons adapté notre modeéle cellulaire afin qu’il nous permette d’étudier les effets
isolés puis combinés de la dopamine et de la huntingtine mutée sur les neurones striataux.

Nous avons dans un premier temps vérifié qu’un traitement exogene par de la dopa-
mine reproduisait bien sur nos cultures primaires de neurones striataux (non transfectés

par la huntingtine) les effets qui avaient été précédemment décrits dans la littérature sur
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d’autres modeles neuronaux, a savoir une toxicité dose-dépendante et ’activation de la
voie JNK/c-Jun (Luo et al., 1998). Nous avons ainsi décrit les effets de la concentration et
de la durée de traitement des neurones striataux avec de la dopamine, puis nous nous
sommes placés dans des conditions de traitements ou les effets de la dopamine seule sont
faibles sur la toxicité et l’activation de JNK/c-Jun.

Connaissant les effets isolés de la dopamine et de la huntingtine mutée sur notre mo-
déle de neurones striataux, nous avons ensuite analysé leurs effets combinés. Nous avons
pour cela considéré les trois parametres que nous avions décrits dans notre modeéle, a sa-
voir la formation d’agrégats, la mort neuronale et l'activation de la voie JNK/c-Jun. A
’aide d’outils pharmacologiques et génétiques, nous avons finalement exploré les diffé-
rents mécanismes moléculaires qui pouvaient expliquer les effets de la dopamine sur la

vulnérabilité des neurones striataux a la huntingtine mutée.

Validation de I’effet de la dopamine dans un modele in vivo de la maladie de Hun-
tington

La derniére partie de notre travail consistait a valider dans un modele in vivo de la ma-
ladie de Huntington les effets de la dopamine que nous avions observés in vitro. Nous
avons pour cela choisi un modeéle qui reproduit la dégénérescence progressive des neurones
striataux et la formation d’agrégats de huntingtine mutée. En collaboration avec ’équipe
de Nicole Déglon, nous avons utilisé le modele in vivo qu’elle a développé chez le rat. Il
s’agit d’injections intra-striatales d’une construction lentivirale qui exprime les 171 pre-
miers acides aminés de la huntingtine normale (contenant 19 glutamines) ou mutée
(contenant 82 glutamines). Cette étude nous a ainsi permis de valider nos résultats in vitro

et de tester l"une des cibles thérapeutiques que nous avions identifiées.
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1. Article 1 :

Expanded huntingtin activates the c-Jun N-terminal Kinase/c-Jun

pathway prior to aggregate formation in striatal neurons in culture

Garcia M., Charvin D. and Caboche J. (2004)
Neuroscience, 127(4):859-70.

1.1. Présentation de I’étude et de ses objectifs

La maladie de Huntington (MH) est une maladie monogénique neurodégénérative dont
l’origine moléculaire est une expansion de triplets CAG dans U’exon 1 du gene IT15 qui se
traduit en une répétition de glutamines anormalement longue dans la partie N-terminale
de la protéine huntingtine. Ainsi, les répétitions de plus de 36 glutamines conduisent au
développement de la pathologie. L’expansion de glutamines modifie la structure de la hun-
tingtine et lui confére de nouvelles propriétés, dont celle d’étre clivée et de former des
agrégats de fragments N-terminaux dans tous les compartiments intra-neuronaux, et celle
de provoquer la mort sélective des neurones striataux.

Les voies moléculaires qui ménent a la mort des cellules connaissent un intérét gran-
dissant et sont de plus en plus considérées comme des cibles thérapeutiques potentielles
notamment dans les maladies neurodégénératives. Parmi ces voies, la voie MAPK de c-Jun
N-terminal Kinase (JNK), dont une cible majeure est le facteur de transcription c-Jun, at-
tire depuis quelques années une attention particuliere. En effet, de nombreuses études
menées in vitro et in vivo démontrent que le module JNK/c-Jun est un médiateur précoce
de Uapoptose et que linhibition de cette voie permet d’empécher la mort avant
’apparition de dommages cellulaires irréversibles. Certaines données expérimentales sont
en faveur d’un role de cette voie de transduction intracellulaire dans la pathogenése de la
MH. Les expériences menées par le groupe de Liu démontrent que, dans des lignées de
neurones hippocampiques, la surexpression de la huntingtine mutée modifie les interac-
tions protéiques entre certains acteurs de la voie JNK (MLK2) et la huntingtine normale, ce
qui provoque ’activation de JNK et l’induction de la mort cellulaire par apoptose (Liu,
1998; Liu et al., 2000). Les travaux de Merienne et al. montrent quant a eux que, dans des
lignées de cellules NG108 ou dans des cellules COS, la huntingtine mutée inhibe ’activité
des phosphatases de JNK, ce qui résulte en une activation prolongée du module JNK/c-Jun
(Merienne et al., 2003).
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L’ensemble de ces études ont été réalisées sur des lignées cellulaires et ne permettent
pas d’affirmer que ’activation de la voie JNK/c-Jun est un événement essentiel dans la
mort sélective des neurones striataux au cours de la MH. Les travaux de Saudou et al. ont
précédemment montré que la surexpression transitoire d’un fragment N-terminal de hun-
tingtine mutée est capable d’induire la mort des neurones striataux mais pas des neurones
hippocampiques en culture (Saudou et al., 1998). Ces données suggerent qu’il puisse exis-
ter des déterminants moléculaires spécifiquement striataux dans la mort neuronale induite
par la huntingtine mutée. Il semble donc important d’analyser U’influence de la huntingtine
mutée sur l’activation de la voie JNK/c-Jun dans un contexte striatal. Pour ce faire, nous
avons choisi d’utiliser un modeéle in vitro de cultures primaires de neurones striataux de
souris qui sont transfectés de maniere transitoire avec un plasmide codant l’exon 1 de la
huntingtine humaine normale (contenant 25 glutamines) ou mutée (contenant 103 glutami-
nes). Ces séquences sont fusionnées a leur extrémité 3’ a celle codant la GFP, ce qui per-
met d’identifier les neurones transfectés, et de suivre ’évolution de la huntingtine a
Uintérieur de la cellule. Ces constructions ont été choisies parce que i) la surexpression de
’exon 1 du géne humain codant la huntingtine mutée (avec 115 glutamines) est suffisante
pour reproduire un phénotype MH chez la souris (Mangiarini et al., 1996) ; ii) le fragment
N-terminal codé par cette construction possede les caractéristiques importantes de la hun-
tingtine mutée telles que la capacité de former des agrégats cytoplasmiques et nucléaires,
et la possibilité d’influencer les interactions de la huntingtine avec nombre de ses parte-

naires protéiques.

Dans un premier temps, notre étude consistait a caractériser ce modele in vitro de MH.
Nous avons pris en compte les principales caractéristiques neuropathologiques de la MH, a
savoir la formation d’agrégats cytoplasmiques et nucléaires, et la mort des neurones stria-
taux. Dans un deuxieme temps, nous avons analysé l’influence de la huntingtine normale
ou mutée sur ’activation de la voie JNK/c-Jun dans ce modeéle de cultures primaires de
neurones striataux. Enfin, nous avons testé, par des outils pharmacologiques et généti-
ques, U'implication du module JNK/c-Jun dans la mort neuronale induite par la huntingtine

mutée.
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EXPANDED HUNTINGTIN ACTIVATES THE C-JUN N TERMINAL
KINASE/C-JUN PATHWAY PRIOR TO AGGREGATE FORMATION IN

STRIATAL NEURONS IN CULTURE

M. GARCIA," D. CHARVIN AND J. CABOCHE*

Laboratoire Signalisation Neuronale et Régulations Géniques, Unité
Mixte de Recherche 7102, Université Pierre et Marie Curie, 9 quai
Saint Bernard, 75005 Paris, France

Abstract—Huntington’s disease (HD) is an autosomal neuro-
degenerative disorder, caused by expansion of a glutamine
repeat in the Huntingtin protein. Pathogenesis in HD includes
the cytoplasmic cleavage of Huntingtin and release of an
amino-terminal fragment capable of nuclear localization,
where expanded-Huntingtin (Exp-Htt) might lead to aberrant
transcriptional regulation, neuronal dysfunction and degen-
eration. Recent evidence, from hippocampal cell lines, also
implicates altered interaction of Exp-Htt with components of
the c-Jun N-terminal kinase (JNK) cascade. However, there is
yet no proven implication of the JNK/c-Jun module in degen-
eration of striatal neurons, the more vulnerable cell popula-
tion, in HD. In the present study, we used primary striatal
neurons in culture to analyze c-Jun activation by Exp-Htt.
Green fluorescent protein (GFP)-tagged exon 1 of human
Huntingtin either in its normal (25Q, normal-Htt) or expanded
(103Q, Exp-Htt) version was transiently transfected in these
cells. We first set out, in our conditions, the time course of
striatal degeneration produced by Exp-Htt, and found it oc-
curred rapidly. At 48 h post-transfection, 60% of striatal neu-
rons expressing Exp-Htt had apoptotic characteristics in-
cluding DNA fragmentation and neuritic retraction. Most of
these neurons also showed nuclear aggregates of GFP-Exp
Htt. Kinetics of c-Jun activation were tested in transfected
cells using immunocytochemical detection of phospho-c-
Jun. We found a significant activation and induction of c-Jun
in Exp-Htt but not normal-Htt-transfected neurons. Of inter-
est, these events occurred prior to nuclear translocation of
Exp-Htt. Finally, overexpression of a dominant negative ver-
sion of c-Jun, as well as pharmacological inhibition of JNK
strongly protected against DNA fragmentation and neuritic
retraction induced by Exp-Htt. Thus our data suggest that
c-Jun activation and induction, is an early event in the patho-
genesis of HD, occurring prior to formation of nuclear aggre-
gates of Exp-Htt. © 2004 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.
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aggregates formation, c-Jun N terminal kinase, neuronal
death.
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Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant neu-
rodegenerative disorder, caused by expansion of a CAG
repeat in exon 1 of the /T15 gene, coding for the huntingtin
(Htt) protein (Huntington Disease Collaborative Research
Group, 1993). The disease is characterized by choreiform
movements, mental impairments, and cognitive symptoms
(Martin and Gusella, 1986). Although Htt protein is ex-
pressed throughout the body (Li et al., 1993; Strong et al.,
1993; Sharp et al., 1995), HD pathology is marked by
extensive loss of striatal neurons. It is now generally ad-
mitted that pathogenesis in HD includes cleavage of Exp-
Htt (Goldberg et al., 1996; Wellington et al., 1998; Lunkes
et al.,, 2002) and release of an amino-terminal fragment
capable of nuclear localization (Lunkes and Mandel, 1998;
Hackam et al., 2000; Li et al., 2001). Within the nucleus,
expanded-Htt (Exp-Htt) fragments colocalize with ubiquitin
in aggregates (Davies et al., 1997; DiFiglia et al., 1997;
Lunkes and Mandel, 1998; Saudou et al., 1998). They are
thought to cause aberrant transcriptional regulation
through interaction with cellular transcription factors (Stef-
fan et al., 2000; Nucifora et al., 2001; Dunah et al., 2002;
Li et al., 2002).

Recent evidence also implicates, in immortalized hip-
pocampal neuronal cell lines, altered interaction of Exp-Hitt
with mixed lineage kinase 2 (MLK2), a component of the
c-Jun N-terminal kinase (JNK) cascade (Liu, 1998; Liu et
al., 2000). This intracellular signaling pathway is an impor-
tant mediator of apoptosis in different model systems in
vitro as well as in vivo. The JNK pathway is activated in
response to free radicals generated by ultraviolet radiation,
inflammatory cytokines and direct application of H,O, (for
review Davis, 2000) as well as, in striatal neurons, high
doses of dopamine (Luo et al., 1998) or glutamate
(Schwarzschild et al., 1997). The JNK group of protein
kinases phosphorylates the N-terminal region of the tran-
scription factor c-Jun, thereby regulating AP-1 complex
transcriptional activity (for review Davis 2000). Mice lack-
ing the neuron-specific isoform of JNK, JNK3, display re-
markable resistance to kainic acid-induced excitotoxicity
(Yang et al., 1997). This protective effect of JNK3 ablation
in mutant animals is associated with marked reduction of
c-Jun phosphorylation and decreased activity of the AP-1
transcription factor complex. A similar defect is observed in
mice with a germ-line mutation of the c-jun gene that
replaced the JNK phosphorylation sites (Behrens et al.,
1999). Blocking c-Jun functions also protects neurons from
neuronal apoptosis in vitro (Estus et al., 1994; Ham et al.,
1995; Watson et al., 1998).
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We recently described that activation of the JNK/c-Jun
module was an important event in striatal death in a model
system of HD (Garcia et al., 2002). Indeed, systemic ad-
ministration of 3-nitropropionic acid (3-NP) activates JNK
and c-Jun, in vivo, specifically in striatal neurons. In vitro,
overexpression of a dominant negative version of c-Jun
(e.g. deleted in its transcriptional domain), A-c-Jun, totally
reversed 3-NP-induced striatal death. Although some of
the molecular mechanisms underlying JNK activation by
mutated Htt have been defined from hippocampal neuronal
cell lines (Liu et al., 2000; Merienne et al., 2003), there is
yet no proven implication of the JNK/c-Jun module in de-
generation of striatal neurons, the more vulnerable cell
population in HD. Furthermore, analyzing kinetically acti-
vation of this pathway in relation with aggregate formation
is an interesting issue since nuclear aggregates of mutated
Htt are thought to be involved in aberrant transcriptional
regulation, neuronal dysfunction and degeneration. There-
fore, the present work was designed to investigate whether
c-Jun phosphorylation and induction was a part of the
cascade of events leading to striatal neurodegeneration in
HD.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Primary striatal cultures

All experiments on animals were performed in accordance with
the guidelines of the French Agriculture and Forestry Ministry for
handling animals. Experiments were designed in order to mini-
mize the number and the suffering of all animals used.

Striata were dissected out from 14 days old embryos from
pregnant Swiss mice (Janvier, Le Genest Saint Isle, France). This
stage was chosen because it corresponds to the end of the mitotic
phase of striatal neurons, and allows the differentiation of these
neurons in vitro. The brains were removed from the embryos and
were transferred to a plate containing PBS with 0.6% glucose. The
striatum was isolated under a stereomicroscope. Briefly, the hemi-
spheres were cut with scissors and folded over, to visualize the
striatum. To avoid cortical contamination, the striatal surface close
to the neocortex was systematically eliminated. Striata were me-
chanically dissociated by gently pipetting in PBS—0.6% glucose.
After decantation for 5 min, cells were collected by centrifugation
at 1000 g for 5 min. Cell pellets were resuspended in Neurobasal
medium supplement with B27 (Invitrogen), 500 nM L-glutamine,
60 pg/ml penicillin—streptomycin and 25 nM B-mercaptoethanol
(Sigma) and then plated into 24-well (1.8x10° cells per well)
plates coated with 50 wg/ml poly-D-lysine (Sigma). After removal
of the coating solution, cells were seeded in the Neurobasal
medium and cultured at 37 °C in a humidified atmosphere con-
taining 95% air and 5% CO, and were used after 7 days in vitro,
when most of the cells were of neuronal phenotype.

Transfections and cDNA constructs

cDNA constructs (provided by HDF Resource Bank, UCLA) cor-
responded to exon 1 of the human Htt gene with 25 or 103 CAA
repeats in the 5’ region and a green fluorescent protein (GFP) tag
in the 3’ region. These cDNAs were subcloned in the pCDNA3
vector. Transient transfections of striatal cells were performed with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), using 1 g of Htt constructs
alone or cotransfected with 5 png of dominant negative c-Jun
(A-c-Jun) with Lipofectamine 2000 (Life Technologies) as recom-
mended by the manufacturer. Transfection efficacy was 5% of
total neurons. After 3 h, the cultures were rinsed with fresh me-
dium or treated with 20 uM SP600125 (Calbiochem, France).

Immunocytochemical analysis

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde diluted in PBS for 40
min at room temperature, and then incubated with a 1:1 ratio of
methanol/acetone for 10 min at 4 °C. After washing with PBS,
plates were preincubated with blocking buffer (10% normal goat
serum in PBS) for 2 h at room temperature and then incubated
with primary antibodies in PBS containing 1% BSA overnight at
4 °C: polyclonal anti-phospho Ser”® c¢-Jun (P-c-Jun; 1:500;
Ozyme), polyclonal anti-phospho Thr'®/Tyr'® JNK (P-JNK;
1:100, Ozyme); mouse MAP-2 (1/100; kindly provided by Dr B.
Riederer), mouse Flag M2 (1/200; Sigma), rabbit c-Jun (1/100;
New England Biolabs, Ozyme, France). Plates were rinsed and
incubated with an anti-rabbit (1/1000; Amersham Pharmacia) for
2 h at RT, or anti mouse (1/600; Jackson Laboratories) CY3-
conjugated antibodies. After washing, cells were counterstained
with Hoechst and mounted under coverslips using Vectashield
(Vector). For each experiment, cells were viewed with a Leica
DMLB microscope with 40X magnification. Images were acquired
with Q imaging, Retiga 1300 camera, operated by Q capture 2.56
software. For double immunocytochemical labeling: P-c-Jun/
MAP2, P-c-Jun was revealed with anti rabbit coupled to Cy3,
MAP2 with biotinylated anti mouse (1/100) antibodies both incu-
bated during 2 h at RT followed by incubation with AMCA Avidin
D (1/100; Vector, Abcys) during 30 min at RT. Color processing
was realized using Image Pro Plus 4.5.0.19 software (Media
Cybernetics).

Statistical analysis

Each labeling (DNA fragmentation, P-c-Jun or c-Jun immuno-
reactivity, GFP) was counted in normal-Htt or Exp-Htt positive
cells, under an inverted microscope. For each construct
(normal-Htt or Exp-Htt) and each time point, three independent
experiments were performed, with a minimum of 100 trans-
fected cells counted from three independent wells for each
experiment. For c-Jun induction, c-Jun immunoreactivity was
quantified with the image analysis software Image Pro Plus
4.5.0.19 (Media Cybernetics). A basal threshold was estab-
lished from the intensity of c-Jun immunoreactivity in normal-
Htt-transfected neurons and then applied on c-Jun immunore-
activity in Exp-Htt-transfected neurons. Neurons with a c-Jun
immunoreactivity more intense than this threshold were
counted as c-Jun positive cells. For each construct, 300 trans-
fected cells at least were counted from three independent wells.
All data were analyzed using one-way ANOVA between condi-
tions, and post hoc comparisons were made using the Scheffé
test. In all cases, significance was set at P<<0.05.

RESULTS

Primary cultures of striatal neurons were transiently trans-
fected with two constructs encoding the exon 1 of the
human Htt containing 25 or 103 glutamine repetition cou-
pled with GFP (GFP-Htt Ex1-25Q, -103Q), and represent-
ing the wild type and the mutated forms of the fragment,
respectively. These constructs were chosen because i)
genetic studies from transgenic mouse model for HD have
shown that the expanded exon 1 of human Htt (Exp-Htt
Ex1) gene is sufficient to cause a HD-like phenotype
(Mangiarini et al., 1996); ii) Exp-Htt Ex1 protein is known to
have pathogenic functions, including formation of nuclear
aggregates, protein—protein interaction leading to alter-
ation of gene transcription.
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Fig. 1. Mutated Htt induces striatal apoptosis. (A, B) Striatal neuron
morphology was analyzed 48 h after transfection with either wild type
(GFP-Htt Ex1-25Q; A) or mutated Htt (GFP-Htt Ex1-103Q; B). En-
coded proteins are visualized by GFP (green). The nucleus was coun-
terstained by Hoechst (blue), dendrites and soma were revealed by
MAP2 staining using an anti-mouse Cy3-conjugated secondary anti-
body (red). Merge represents the combination of the three labels. Note
in B) that the apoptotic nucleus (arrow) contains nuclear aggregates of
GFP-Htt Ex1-103Q. Note also the lack of MAP2 staining in this neuron
(scale bar=10 pwm). (C) Quantification of apoptotic nuclei in neurons

Kinetics of striatal degeneration induced by Exp-Htt
exon 1

We first set out the time course of striatal degeneration
induced by GFP-Htt Ex1-103Q (Exp-Htt) in our experi-
mental conditions. Neuronal morphology was identified
by immunocytochemical detection of MAP2, a specific
marker of dendrites and soma. The nuclear integrity was
visualized with the DNA dye, Hoechst 33258 (Fig. 1A,
B).2 The nuclei were considered apoptotic when
Hoechst staining showed condensed or fragmented
chromatin as shown Fig. 1B. Transfected neurons were
analyzed by GFP labeling (Fig. 1A, B) and scored for
apoptotic nuclei using an image analyzer system (Image
Pro Plus; Fig. 1C). Noteworthy, there was no significant
decline in wild type or Exp-Htt-expressing neurons over
time. Only 16% of non-transfected neurons (data not
shown) or neurons transfected with GFP Htt Ex1-25Q
(normal Htt) had apoptotic features, whatever the time
after transfection (Fig. 1C). This percentage was not
significantly different at 16 h in neurons transfected with
Exp-Htt. However, 24 h after transfection with Exp-Htt,
45% of transfected neurons showed signs of neurode-
generation as indicated by a clear nuclear shrinkage and
fragmentation (Fig. 1B). This percentage significantly
increased later on, and reached 63% of transfected
neurons at 48 h (Fig. 1C). We did not succeed to further
investigate the time course of striatal death, since GFP
was not any more detectable later on.

Having established the time course of neuronal
death by Exp-Htt, we then wished to analyze a possible
correlation between aggregate formation and striatal de-
generation. From this analysis, and in agreement with
previous reports (Li et al., 2001), it clearly appears that,
whatever the time point after transfection, a vast major-
ity of fragmented nuclei also contained nuclear aggre-
gates of Exp-Htt (Fig. 2A; at 48 h post-transfection, 54%
over the 63% of fragmented nuclei also contained nu-
clear aggregates).

Neuritic retraction is characteristic of neuronal degen-
eration. We wished to analyze this process in relation with
nuclear aggregates of Exp-Htt and DNA fragmentation.
Neuritic retraction did not occur in non-transfected neurons
or in wild-type Htt expressing neurons. By contrast, we
found a strong neuritic retraction, characterized by total
loss of MAP2 staining (see Fig. 1B), occurring early in the
process of striatal apoptosis. Indeed, 16 h after transfec-
tion, 78% of neurons with nuclear inclusions of Exp-Htt
showed neuritic retraction with either normal (36%) or
fragmented (42%) nuclei (Fig. 2B). The percentage of
neurons showing both neuritic retraction and fragmented
nuclei progressively increased then, to reach (70%) at
48 h.

transfected with GFP-Htt Ex1-25Q or -103Q was performed at 16, 24
and 48 h after transfection. Statistical comparisons were performed
using one-way ANOVA followed by post hoc comparisons (Scheffé
test), * P<0,05; ** P<0,005, *** P<0,001. For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.
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Fig. 2. Nuclear inclusions of mutated Htt correlates with apoptotic
characteristics. (A) Quantification of apoptotic nuclei was performed in
GFP-Htt Ex1-103Q-expressing neurons in relation with its subcellular
localization. (B) Quantification of neuritic retraction from neurons
showing nuclear aggregates of GFP-Htt Ex1-103Q.

Kinetics of Exp-Htt exon 1 aggregate formation

Besides the analysis of normal- or Exp-Htt expression in
striatal neurons, the presence of the GFP tag at the
C-terminal region allowed us to follow the subcellular
localization of these constructs. At 8 h post-transfection,
both normal- and Exp-Htt were already expressed and
localized in neuritic extensions and soma (Fig. 3A) of
striatal neurons but not in the nucleus. Later on, normal-
Htt remained localized in these cytoplasmic compart-
ments, as indicated by MAP2 immunostaining (Fig. 3B),
but Exp-Htt clearly showed modifications of localization
depending on the time after transfection. When ana-
lyzed 16 h after transfection, three different types of
labeling were found (Fig. 3C, D): i) a diffuse cytoplasmic

labeling (23% of transfected neurons; top panel), ii)
cytoplasmic aggregates (40% of transfected neurons;
low panel, large arrow) and iii) nuclear aggregates (36%
of transfected neurons; low panel, arrowhead). Then
nuclear aggregates progressively increased over time
and reached 63% and 75% of transfected neurons at
24 h and 48 h, respectively (Fig. 3D).

Activation of c-Jun precedes nuclear aggregates
formation of Exp-Htt exon 1

The JNK/c-Jun module is implicated in neuronal death in
different models of neurodegenerative diseases includ-
ing Parkinson’s (Saporito et al., 2000; Xia et al., 2001)
and Alzheimer’s (Morishima et al., 2001) diseases. Re-
cent evidence indicates that Exp-Htt can activate JNK in
hippocampal neuronal cell lines (Liu et al., 2000; Meri-
enne et al., 2003). As depicted Fig. 4A, we found rapid
activation, hyperphosphorylation of JNK, occurring 7—8
h post-transfection in the soma of striatal neurons ex-
pressing Exp-Htt. Later on, P-JNK immunoreactivity was
found in the nucleus (data not shown). We also found
activation and induction of c-Jun in striatal neurons over-
expressing Exp-Htt. Phosphorylation of c-Jun, analyzed
by immunocytochemistry using an antibody that recog-
nizes its activated form (Phospho-Ser”® ¢c-Jun), P-c-Jun
significantly increased 16 h after the transfection in with
Exp-Htt but not normal-Htt-expressing neurons (Fig. 4B,
C). This time point represented the peak of P-c-Jun acti-
vation since at 24 and 48 h after the transfection, no
significant difference was found between Exp-Htt and
normal-Htt (Fig. 4C). Moreover, a significant induction of
P-c-Jun immunoreactivity was already found at 8 and 12 h
post-transfection (12% for Exp-Htt when compared with
3% for normal-Htt; data not shown).

Then we addressed kinetics of Htt aggregate formation
and c-Jun phosphorylation. This is of important issue since
nuclear aggregates of Exp-Htt is thought to block transcrip-
tional events within the nucleus (Steffan et al., 2000; Nu-
cifora et al., 2001; Jiang et al., 2003). We thus scored
aggregates formed by Exp-Htt in P-c-Jun positive cells and
only found 13% of nuclear aggregates when compared
with 87% of cytoplasmic aggregates (Fig. 4C). Importantly,
we never found fragmented nuclei or neuritic retraction in
P-c-Jun positive neurons (data not shown). The results
indicate that phosphorylation of c-Jun is an early event
occurring before the formation of Exp-Htt nuclear
aggregates.

By controlling the phosphorylation state of c-Jun, the
JNK pathway controls the heterodimeric transcription
factor AP1, which in turn regulates transcription of
genes including c-Jun itself. We thus analyzed whether
c-Jun induction could occur in Exp-Htt expressing neu-
rons by performing an immunocytochemistry with an
antibody raised against the total c-Jun protein. This
analysis was performed 16 h after the transfection, a
time point corresponding to the peak of c-Jun phosphor-
ylation in Exp-Htt expressing neurons (see Fig. 4C).
c-Jun induction was quantified in transfected neurons,
and showed a significant increase in Exp-Htt, when
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Fig. 3. Kinetics of subcellular localization of wild type and mutated Htt. The morphology of striatal neurons was analyzed at different time points after
transfection with GFP-Htt Ex1-25Q (A, B) or GFP-Htt Ex1-103Q (A, C). (A) Both GFP-Htt Ex1-25Q and GFP-Htt Ex1-103Q were expressed early after
the transfection assay (8 h; s) (scale bar=10 pm). B and C are examples of neurons analyzed by GFP, Hoechst and MAP2 staining as stated in Fig.
1 (scale bar=10 um) at 16 h after transfection. (B) Note that GFP-Htt Ex1-25Q is diffuse in the cytoplasm, and present in the soma and neurites
(compare with MAP2 staining). (C) Three types of subcellular localization of GFP-Htt Ex1-103Q can be found: diffuse cytoplasmic (upper panel);
cytoplasmic aggregates (large arrow, lower panel) and nuclear aggregates (arrowhead, lower panel). (D) Quantification of subcellular localization of
GFP-Htt Ex1-103Q at different time points after the transfection (16, 24 and 48 h).

compared with normal-Htt-transfected striatal neurons induction was principally found when mutated Htt was
(Fig. 5A—C). Similarly to c-Jun phosphorylation, c-Jun cytoplasmic (Fig. 5C).
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Thus, these data indicate that c-Jun induction can
occur in exp-Htt-expressing neurons, while Exp-Hitt is still
cytoplasmic.

Inhibition of JNK/c-Jun module partially protects
against striatal apoptosis induced by Exp-Htt exon 1

We then investigated a possible protective role of a dom-
inant negative version of c-Jun, e.g. lacking its transacti-
vation domain (A-c-Jun), in striatal death induced by Exp-
Htt. Striatal neurons were co transfected with Flag-A-c-Jun
and either normal-Htt (Fig. 6A) or -Exp-Htt (Fig. 6B). A-c-
Jun-transfected neurons were revealed using immunocy-
tochemical detection of the Flag (Fig. 6A, B). This showed
a perfect co-expression of A-c-Jun and Htt constructs in all
transfected striatal neurons. Analysis of neuronal protec-
tion was performed 48 h after co-transfection, e.g. the peak
time point of striatal death (see Fig. 1C). A significant
protection (26%) against neuronal death, analyzed by
Hoechst staining was found in neurons expressing both
Flag-A-c-Jun and GFP-Htt Ex1-103Q (Fig. 6D).

Similarly, a JNK inhibitor (Bennett et al., 2001)
SP600125 protected against DNA fragmentation produced
by Exp-Hitt, albeit significantly lower (19%) than with over-
expression of A-c-Jun (Fig. 6D). Furthermore, using this
approach, we could also analyze neuritic retraction, by
MAP?2 staining (see Fig. 6C). Interestingly neuritic retrac-
tion was significantly reduced in Exp-Htt expressing neu-
rons that were treated with the JNK inhibitor (Fig. 6D). We
note that the protection against neuritic retraction (17%)
was similar to that for DNA fragmentation (19%). At this
stage (48H), nuclear inclusions formed by Exp-Htt were
not significantly modified (70% versus 75%) upon
SP600125 treatment (data not shown).

DISCUSSION

We show in the present work that activation of the JNK/c-
Jun module is part of a cascade of events involved in
striatal death induced by Exp-Htt exon 1. A significant
increase of c-Jun phosphorylation and induction was ob-
served in Exp-Htt exon 1 expressing striatal neurons. In
this population, c-Jun activation and induction was an early
event in the neurodegenerative process, occurring prior to
nuclear aggregate formation. Furthermore, a dominant
negative version of c-Jun and a selective JNK inhibitor,
SP600125, significantly protected against striatal death
induced by mutated Hit.

The JNK/c-Jun pathway is known to participate to the
apoptotic response in various systems, such as excitotox-
icity or progression of some neurodegenerative diseases
(animal or cellular models of Parkinson’s or Alzheimer’s
disease; for review Davis, 2000). The role of this pathway
in striatal neurodegeneration in HD has never been clearly
demonstrated, although we previously demonstrated that
systemic administration of 3-NP, a mitochondrial toxin that
replicates most of the clinical and pathophysiological hall-
marks of HD (for review Brouillet et al., 1999), produces
activation of JNK/c-Jun in vivo specifically in the striatum
(Garcia et al., 2002). Furthermore, blocking this pathway in
vitro, blocked 3-NP-induced striatal death (Garcia et al.,
2002). In hippocampal cell lines, overexpression of Exp-Htt
can activate JNK via altered interaction with MLK2. In this
way, normal Htt was shown, in hippocampal cell lines, to
bind to MLK2 (a kinase upstream of JNK) via its proline rich
region. This binding was strongly impaired in the presence
of the poly Q repeat, e.g. when Exp-Htt was overexpressed
in this cell line (Liu et al., 2000), leading in turn to activation
of JNK. Blocking the JNK pathway, using a dominant neg-
ative mutant of SEK1—one of the upstream kinases in
JNK pathway—strongly protected against neurotoxicity of
mutant Htt in hippocampal neurons (Liu, 1998). Recently
Merienne and colleagues (2003) have proposed another
mechanism to account for JNK activation by Exp-Htt. They
showed that the activity of MAP kinase phosphatase M3/6
was down-regulated by Exp-Htt, both in vitro, in Cos and
NG108 cell lines and in vivo in the retina of the R6/1 mouse
model of HD. Similarly, alteration of M3/6 activity was
found in another model of poly-Q disease, a transgenic
mouse expressing mutated ataxin-7, the protein involved
in spinocerebellar ataxia type 7. Thus, inactivation of M3/6
by poly-Q expansion could be a general mechanism for
activating JNK. Poly-Q expansion can also alter the func-
tion of the proteasome (Bence et al., 2001) leading in turn
to stress responses via the endoplasmic reticulum
(Kouroku et al., 2002; Nishitoh et al., 2002), a process
known to activate JNK in various model systems. Another
mechanism that could account for JNK activation in HD, is
defective mitochondrial energy production and increased
levels of free radicals, which are observed in HD patients
(Beal, 1996; Sharp and Ross, 1996) and in the R6/2
mouse model of HD (Tabrizi et al., 2000). Reactive oxygen
and nitrogen species are necessary and sufficient to acti-
vate JNK in different model systems and administration of

Fig. 4. Mutated Htt leads to the activation of the JNK/c-Jun pathway in striatal neurons. (A) Visualization of JNK activation in the soma of GFP-Htt
Ex1-103Q. JNK activation was visualized using an anti-active (P-JNK) antibody. Note that, while P-JNK immunostaining is present in the neuritic
extensions in all cells, an immunoreactivity can be found in the soma of a GFP Htt-Ex1-103Q expressing neuron (arrow). (B) Upper panel: Activated
c-Jun was visualized using and antibody specifically directed against its phosphorylated form (anti-P-c-Jun) and revealed using an anti-Cy3-
conjugated rabbit antibody (red labeling). GFP-Htt Ex1-103Q is revealed by the presence of GFP (green labeling). The cells were counterstained with
the Hoechst (blue). Merge of the three labeling shows that P-c-Jun is present in a neuron with perinuclear aggregates of GFP-Htt Ex1-103Q. Lower
panel: example of counterstaining with MAP2. Merge represents the fusion of the different labeling: GFP-Htt Ex1-103Q (green), P-c-Jun (red), MAP2
and Hoechst (blue). Note also the presence of a perinuclear aggregate in the P-c-Jun positive neuron. (C) Quantification of P-c-Jun positive striatal
neurons expressing GFP-Htt Ex1-25Q or GFP-Htt Ex1-103Q. For each experiment, cells were counted from three independent wells (approximately
300 transfected neurons). Statistical comparisons were performed using one-way ANOVA followed by post hoc comparisons (Scheffé test).
** P<0,005 when comparing GFP-Htt Ex1-103Q 16 h with GFP-Htt Ex1-25Q 16 h, 24 h, 48 h and GFP-Htt Ex1-103Q, 24 h and 48 h. At 16 h,
cytoplasmic aggregates or nuclear inclusions (N.l.) of GFP-Htt Ex1-103Q were quantified in P-c-Jun positive neurons. For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.
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free radical scavengers can exert neuroprotective effects
on 3-NP-treated rats (Schulz et al., 1996). Thus, by anal-
ogy with 3-NP-induced striatal degeneration (Garcia et al.,
2002), activation of the JNK/c-Jun module by increased
levels of free radicals could be a key event in neuronal
death in HD. In the present study, a significant number of
Exp-Htt expressing neurons, showed P-c-Jun (16% versus
5% for normal-Htt) or c-Jun (32% versus 18% for normal
Htt) immunoreactivity. Of interest, a one third protection
was observed with the A-c-Jun construct, indicating that
c-Jun transactivating properties are important events for
Hoechst + MAP2 R striatal degeneration induced by Exp-Htt in a subpopula-
X tion of striatal neurons (about 30%). This partial protection
against Exp-Htt-induced apoptosis may account for a par-
ticular vulnerability of a specific subpopulation of striatal
neurons. The JNK inhibitor SP600125 (Bennett et al.,
2001), also protected against DNA fragmentation, albeit to
lower extends (17%). This might reflect a non-specific role
of SP600125 toward other kinases, such as Akt/PKB (Ben-
nett et al., 2001). However, A-c-Jun transfection and JNK
inhibition showed no significant difference on striatal
death, a data arguing for the specific role of JNK in c-Jun
phosphorylation observed in our model system.

GFP Htt Ex1- 103Q In their non-activated state, JNKs are present in the
cytoplasm where they can phosphorylate substrates in-
volved in mitochondrial functions, including proteins of
Bcl-2 family, such as Bad and Bim (Donovan et al., 2002;
Lei and Davis, 2003). Upon activation, JNKs can translo-
cate to the nucleus where they phosphorylate c-Jun. The
transcription factor c-Jun has been implicated in neuronal
apoptosis in multiple model systems in vitro (for review Ip
and Davis, 1998). Furthermore, mutations of JNK phos-
phorylation sites on c-Jun (Ser/Ala ®3-73) prevent neuronal
apoptosis in vivo (Behrens et al., 1999). Thus, by control-
ling the phosphorylation state of c-Jun, the JNK pathway
controls the heterodimeric transcription factor AP1, which
in turn regulates transcription levels of pro-apoptotic
genes, such as Fas ligand (Faris et al., 1998; Le-Niculescu
et al., 1999; Martin-Villalba et al., 1999; Morishima et al.,
2001) or the Bcl-2 family member, Bim (Putcha et al.,
2001; Whitfield et al., 2001). The activation of c-Jun was an
early event in striatal neurodegeneration induced by mu-
tated Htt, occurring prior to nuclear aggregate formation.

GFP Hit Ex1-25Q

Hoechst + MAP2

[7%)
b

ko

Fig. 5. Mutated Htt leads to the up-regulation of the transcription
factor c-Jun in striatal neurons. (A, B) Sixteen hours after transfection,
c-Jun was visualized by immunocytochemistry (red labeling); GFP-Htt
Ex1-25Q (A) or -103Q (B) is revealed by the presence of GFP (green
labeling). The cells were counterstained with the Hoechst and MAP2
(blue labeling). Note the higher immunoreactivity of c-Jun in neurons
expressing GFP-Htt Ex1-103Q (B), compare with (A; scale
bar=20 pm). (C) Quantification of c-Jun induction in striatal neurons
transfected with GFP-Htt Ex1-25Q or GFP-Htt Ex1-103Q. For each
experiment, cells were counted from three independent wells (approx-
imately 300 transfected neurons). Statistical comparisons were per-
formed using one-way ANOVA followed by post hoc comparisons
(Scheffé test), * P<0,05 when comparing GFP-Htt Ex1-25Q and GFP-
Htt Ex1-103Q. Cytoplasmic aggregates or nuclear inclusions (N.l.) of
GFP Hit Ex1-25Q GFP Htt Ex1-103Q GFP-Htt Ex1-103Q were quantified in c-Jun positive neurons. For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.

o
[=]

f=]

% of c-Jun positive transfected neurons.

<

99



M. Garcia et al. / Neuroscience 127 (2004) 859—-870 867

B

GFP Htt Ex1-25Q GFP Htt Ex1-103Q Delta-c-Jun

A

>

*

Hoechst

A

Merge

GFP Htt Ex1-103 Q

. =
e 3 g
+ SP600125%p 3 -80 g
» - £
. 2 L7g &
. g 0 3
& =
=] 60 =
) 2
= Ls0 S
E g
g 40 2
e =]
B =
o o
—g 30 =
£ 3
= 2
20
=
5 110 g
s
S b=
c\a 0 o
S o 5 g
Tl Uﬁé\ @\'1‘ @d’ﬁ'
R NS 3 3
2 @ 4
xQz' x% x‘o x% XC;,

GFP Htt Ex1-25Q  GFP Htt Ex1-103Q GFP Htt Ex1-103Q

Fig. 6. Inhibition of the JNK/c-Jun module protects against striatal death induced by Htt Ex1-103Q. (A, B) Primary striatal cultures were co-transfected
with GFP-Htt Ex1-25Q (A) or -103Q (B) together with a dominant negative version of c-Jun (A-c-Jun). Co-transfected neurons were revealed by GFP
staining (green) and immunodetection of A-c-Jun using an anti Flag M2 antibody (red labeling). (B) Note that overexpression of A-c-Jun protects
GFP-Htt Ex1-103Q expressing neuron from DNA fragmentation. Note also the presence of nuclear aggregate in this neuron (arrowhead). (C) Primary
striatal cultures were transfected with GFP-Htt Ex1-103Q and treated with the pharmacological inhibitor of JNK, SP600125 (20 wM). The presence
of the constructs was visualized by the presence of GFP (green), the nucleus was stained by Hoechst (blue). Dendrites and soma were revealed by
MAP2 staining using an anti-mouse Cy3-conjugated secondary antibody (red). Note that the neuron expressing mutated Htt presents nuclear
aggregates and a normal nucleus (arrowhead). Note also the integrity of MAP2 immunostaining in this neuron. (D) Left panel: quantification of
apoptotic nuclei was performed 48 h after transfection with GFP-Htt Ex1-25Q (dark columns) or -103Q (gray columns) together with A-c-Jun or in the
presence of SP600125. Note that overexpression of A-c-Jun significantly impairs striatal death induced by GFP-Htt Ex1-103Q. Note the same
protection against apoptosis upon SP600125 treatment. Right panel: quantification of neuritic retraction (light gray columns) in neurons transfected
with GFP-Htt Ex1-103Q treated or not with SP600125. Statistical comparisons were performed using one-way ANOVA followed by post hoc
comparisons (Scheffé test), * P<0,05; ** P<0,005, *** P<0,001. For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.

We thus propose that activation of JNK by Exp-Htt is an
early event, occurring within the cytoplasm, prior to nuclear
translocation of mutated Htt.

Within the nucleus, Exp-Htt acts as a transcriptional
repressor by interacting with the tumor suppressor p53 and
sequestrating the CREB binding protein (CBP) (Steffan et
al., 2000; Nucifora et al.; 2001). Exp-Htt interferes with the

functions of the transcription factor CREB, one important
mediator of cell survival known to control the anti-apoptotic
Bcl-2 (Riccio et al., 1999) and brain-derived neurotrophic
factor (BDNF; Tao et al., 1998) genes. Of interest BDNF
mRNA and protein levels are modified in the cerebral
cortex of HD patients, as well as in a transgenic mouse
model of HD (Zuccato et al., 2001). Reduced levels of
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CRE-responsive genes are seen in HD versus control
brains (Sapp et al., 1995; Augood et al., 1996) as well as
in mouse models of HD (Luthi-Carter et al., 2000). Thus, it
is generally assumed that impairment of CRE-mediated
transcription is involved in HD.

Dystrophic neurites have been reported in HD patient
brains (DiFiglia et al., 1997) as well as mice models of HD
(Li et al., 2001). Reduced CRE-mediated transcription has
recently been proposed to account for the loss of neurite
outgrowth in an inducible model of Exp-Htt exon 1 expres-
sion in PC12 cell lines. In this model, treatment with cAMP
or forskolin reduced both loss of neurite outgrowth and cell
death (Wyttenbach et al., 2000). However, similarly to the
data reported here, Li et al. (2001) reported that neuritic
degeneration preceded nuclear fragmentation in striatal
neurons transfected with Exp-Htt exon 1. The authors
concluded that the early neuropathology of HD originated
from axonal dysfunction and degeneration associated with
Htt aggregate in these cellular compartments. More re-
cently, Trushina et al. (2003), using quantitative single-cell
analysis and time-lapse imaging, showed that microtubule
destabilization mediated by full-length mutated Hit oc-
curred before nuclear entry of mutated Htt. Since neuritic
retraction induced by Exp-Htt exon 1 was partially blocked
by the JNK inhibitor, we propose that early activation of
JNK in the cytoplasm could account, at least in part for
dystrophic neurites.

CONCLUSION

Our data provide the first evidence that inhibition of the
JNK/c-Jun module can protect, at least in part, from striatal
neuron degeneration in HD. Of course, our data need to be
confirmed in more sophisticated model systems, which
could take into account the environmental complexity of
striatal neurons, for example cortical glutamatergic or ni-
gral dopaminergic afferences. The striatum receives the
densest dopaminergic innervation in the brain and dopa-
mine is toxic to striatal neurons in vitro as well as in vivo.
The mechanisms of dopamine toxicity are highly linked to
oxidative metabolism and JNK activation (Luo et al., 1998).
Thus, within striatal neurons, dopamine could potentiate or
amplify activation of the JNK pathway produced by Exp-
Htt. This in turn, could lead to a more robust activation of
the JNK/c-Jun module. Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993.
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Résultats : article 1

1.2. Apport de I’étude

Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent pour la premiére fois qu’un
fragment N-terminal de huntingtine mutée est capable d’activer la voie JNK/c-Jun dans les
neurones striataux. Cette activation est un événement précoce dans le processus de mort
neuronale déclenché par la huntingtine mutée, et Uinhibition du module JNK/c-Jun pro-

tege partiellement les neurones de la toxicité produite par la huntingtine mutée.

1.2.1. Caractérisation et validation de notre modele in vitro de MH

Le modele de cultures primaires de neurones striataux de souris sur-exprimant transi-
toirement ’exon 1 de la huntingtine humaine mutée permet de reproduire deux caracté-
ristiques neuropathologiques importantes de la MH, a savoir la dégénérescence progressive
des neurones striataux et la formation d’agrégats de huntingtine mutée.

En effet, d’une part, la huntingtine mutée, contenant 103 glutamines, entraine la mort
des neurones striataux, caractérisée par une rétraction neuritique précédent la condensa-
tion puis la fragmentation du noyau. Cette neurodégénérescence est progressive et atteint
son maximum apres 48h d’expression de la huntingtine mutée. A ce stade, 63% des neuro-
nes exprimant la huntingtine mutée présentent un noyau de type apoptotique, comme le
révele le marquage nucléaire par U'intercalant de ’ADN Hoechst 33258. Au-dela de 48h, la
GFP, qui est fusionnée a la partie C-terminale du fragment de huntingtine exprimé, n’est
plus détectable et ne permet donc plus la caractérisation de notre modeéle.

D’autre part, le fragment N-terminal de huntingtine mutée qui est exprimé est capable
de s’agréger dans tous les compartiments neuronaux et cette agrégation est progressive
dans le temps. En effet, dans les huit premiéres heures de son expression, la grande majo-
rité de la huntingtine mutée est diffuse dans les neurites et le soma des neurones stria-
taux. Elle forme ensuite progressivement des agrégats dans le cytoplasme et dans le
noyau, la proportion des agrégats nucléaires augmentant avec le temps. Ainsi, aprés 48h
d’expression, 75% des neurones transfectés avec la huntingtine mutée présentent des
agrégats dans le noyau.

Tous les effets observés dans ce modele sont spécifiques a la forme mutée de la hun-
tingtine puisque, par comparaison, ’expression du fragment N-terminal de la huntingtine
normale, contenant 25 glutamines, ne forme pas d’agrégats et n’est pas toxique pour les

neurones striataux.
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1.2.2. Analyse de I’influence de la huntingtine sur I’activation de la voie JNK/c-
Jun et implication de cette voie dans la toxicité de la huntingtine mutée

Apres avoir validé notre modele cellulaire, nous ’avons utilisé pour analyser Uinfluence
de la huntingtine sur U’activation de la voie JNK/c-Jun. Nous avons alors montré que le
fragment N-terminal de la huntingtine mutée (codé par l’exon 1 du gene humain) est ca-
pable d’activer JNK et le facteur de transcription c-Jun, alors que le méme fragment de
huntingtine normale ne U'est pas. L’activation de JNK, caractérisée par la translocation
nucléaire de sa forme phosphorylée, est un événement précoce dans le processus pathogé-
nigque qui apparait avant la formation d’agrégats nucléaires de huntingtine mutée.

De facon intéressante, ’inhibition du module JNK/c-Jun, par la co-expression d’une
forme dominante négative de c-Jun ou par Uinhibition pharmacologique de JNK par le SP-
600125, protege partiellement mais significativement les neurones striataux de la mort
induite par la huntingtine mutée dans ce modele.

Il convient de noter que, bien que la huntingtine mutée soit capable d’activer la voie
JNK/c-Jun dans les neurones striataux, cette activation ne concerne qu’une faible propor-

tion des neurones transfectés (15%).

1.3. Conclusion

Cette étude démontre qu’un fragment N-terminal de huntingtine mutée cytoplasmique
est capable d’activer la voie JNK/c-Jun dans les neurones striataux. Ce résultat est inté-
ressant puisqu’il suggere qu’une voie pro-apoptotique, la voie des JNK, puisse étre activée
dans le cytoplasme, avant que les agrégats nucléaires n’aient pu exercer leur effet inhibi-
teur au niveau de la transcription génique. En d’autres termes, outre la capacité de la
huntingtine mutée a perturber la transcription et notamment a inhiber I’expression géni-
que de programmes anti-apoptotiques via la séquestration de composants de la machinerie
transcriptionnelle au sein des inclusions nucléaires (comme cela est classiquement admis
dans la littérature), nous proposons que la huntingtine mutée est capable d’activer un pro-
gramme pro-apoptotique, précocement, via l’activation de la voie JNK.

De facon surprenante, et contrairement aux données que notre équipe avait obtenues a
partir d’un modéle pharmacologique de la MH (Garcia et al., 2002), I’activation de la voie
JNK/c-Jun ne concerne qu’une minorité des neurones striataux. Nous avons alors voulu
explorer ’hypothese d’une vulnérabilité accrue des neurones striataux a cette voie de si-
gnalisation pro-apoptotique par l’apport exogéne de dopamine. Ce travail fait ’objet de la

publication n°2.
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2. Article 2 :

Unraveling a role for dopamine in Huntington’s disease : The dual

role of reactive oxygen species and D2 receptor stimulation

Charvin D., Vanhoutte P., Pages C., Borrelli E. and Caboche J. (2005)
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America (PNAS),
102(34):12218-23.

2.1. Présentation de I’étude et de ses objectifs

La maladie de Huntington (MH) présente deux caractéristiques notables. D’une part,
bien que la protéine huntingtine mutée soit exprimée depuis le développement embryon-
naire, les premiers symptomes de la maladie n’apparaissent généralement qu’entre trente-
cing et quarante deux ans. D’autre part, la huntingtine mutée est exprimée dans toutes les
cellules de ’organisme, mais seuls les neurones striataux dégénérent aux premiers stades
de la maladie. Cette neurodégénérescence spécifique est importante dans le mécanisme
pathophysiologique de la MH puisqu’a la fois l’évolution et la sévérité des symptomes sont
directement corrélées au niveau d’atrophie du noyau caudé (Aylward et al., 2000).

Le striatum est la structure qui recoit la plus dense innervation dopaminergique. Cette
particularité neuro-anatomique pourrait contribuer a la vulnérabilité de cette structure.
Ainsi, les fortes concentrations de dopamine présentes au sein du striatum pourraient par-
ticiper a sa vulnérabilité préférentielle. D’ailleurs, le profil de neurodégénérescence de la
MH progresse selon un gradient dorso-ventral qui correspond au gradient de concentration
de dopamine dans le striatum (Cass, 1997). La libération physiologique de dopamine qui se
produit dans le striatum durant le cours normal de la vie pourrait ainsi conduire a une vul-
nérabilité progressive des neurones striataux dans la MH.

Malgré Uexistence de nombreux arguments indirects en faveur d’un role de la dopa-
mine dans la vulnérabilité spécifique des neurones striataux dans la MH (Jakel and Mara-
gos, 2000), les mécanismes précis par lesquels la dopamine pourrait révéler la toxicité de
la huntingtine mutée demeurent inconnus. Afin de mieux comprendre le processus patho-
physiologique qui méne a la dégénérescence des neurones striataux et donc aux sympto-
mes de la MH, nous avons choisi d’explorer le role que pouvait jouer la dopamine dans

cette maladie.
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La premiere partie de ce travail consistait a mettre au point un modeéle cellulaire per-
mettant d’analyser U’effet de la dopamine sur des neurones striataux exprimant la hunting-
tine mutée. Nous avons pour cela adapté le modele in vitro que nous avions caractérisé
dans notre étude précédente (Garcia et al., 2004). Nous avions alors décrit que ce modéle
reproduit plusieurs caractéristiques de la présence de la huntingtine mutée :

e la formation d’agrégats dans tous les compartiments neuronaux,
e la mort des neurones striataux exprimant la huntingtine mutée,

e la faible activation de la voie JNK/c-Jun par la huntingtine mutée.

Nous avons dans un premier temps vérifié que la dopamine reproduisait bien sur nos
cultures primaires de neurones striataux (non transfectés par la huntingtine) les effets dé-
crits dans la littérature sur d’autres modeéles neuronaux, a savoir une toxicité dose-
dépendante et l'activation de la voie JNK/c-Jun (Luo et al., 1998). Aprés avoir décrit les
effets de la concentration et de la durée de traitement des neurones striataux par la do-
pamine, nous nous sommes placés dans des conditions de traitements ou les effets de la
dopamine seule sont faibles sur la toxicité et l’activation de JNK/c-Jun.

Disposant d’un modéle cellulaire adapté, nous avons pu ensuite analyser U'influence de
la dopamine sur les effets de la huntingtine mutée dans les neurones striataux. Nous avons
analysé les trois parametres qui avaient été décrits, a savoir la formation d’agrégats, la
mort neuronale et [’activation de la voie JNK/c-Jun. A l’aide d’outils pharmacologiques et
génétiques, nous avons entrepris la dissection des mécanismes moléculaires qui pouvaient
expliquer les effets de la dopamine sur la vulnérabilité des neurones striataux a la hunting-

tine mutée, tentant ainsi d’identifier d’éventuelles cibles thérapeutiques.
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Unraveling a role for dopamine in Huntington's
disease: The dual role of reactive oxygen
species and D2 receptor stimulation
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Huntington’s disease (HD), an inherited neurodegenerative disor-
der, results from an abnormal polyglutamine extension in the
N-terminal region of the huntingtin protein. This mutation leads to
protein aggregation and neurotoxicity. Despite its widespread
expression in the brain and body, mutated huntingtin causes
selective degeneration of striatal projection neurons. In the
present study, we investigate the role of dopamine (DA) in this
preferential vulnerability. Using primary cultures of striatal neu-
rons transiently expressing GFP-tagged-exon 1 of mutated hun-
tingtin, we show that low doses of DA (100 xM) act synergistically
with mutated huntingtin to activate the proapoptotic transcription
factor c-Jun. Surprisingly, DA also increases aggregate formation of
mutated huntingtin in all cellular compartments, including neu-
rites, soma, and nuclei. DA-dependent potentiation of c-Jun acti-
vation was reversed by ascorbate, a reactive oxygen species (ROS)
scavenger, and SP-600125, a selective inhibitor of the c-Jun N-
terminal kinase (JNK) pathway. By contrast, DA effects on aggre-
gate formation were reversed by a selective D2 receptor antago-
nist and reproduced by a D2 agonist. Similarly, striatal neurons
from D2 knockout mice showed no effect of DA on aggregate
formation. Blocking ROS production, JNK activation, or D2 receptor
stimulation significantly reversed DA aggravation of mutated
huntingtin-induced striatal death. The combined treatment with
the ROS scavenger and D2 antagonist totally reversed DA's effects
on mutated huntingtin-induced striatal death. Thus, the present
results provide insights into the cellular mechanisms that govern
striatal vulnerability in HD and strongly support a dual role of JNK
activation and D2 receptor signaling in this process.

aggregates | expanded huntingtin | c-Jun N-terminal kinase

H untington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder
characterized by chorea, psychiatric disturbances, and cog-
nitive impairment (1). This autosomal, dominant, inherited
disorder results from an abnormal CAG repeat expansion in
exon 1 of the HD gene, which is translated into an abnormally
long polyglutamine tract at the N terminus of the huntingtin
protein (Htt) (2). Htt is a 350-kDa protein of unknown function
that is essential for normal embryonic development and neuro-
genesis (3). Cleavage of expanded huntingtin (expHtt) leads to
the release of N-terminal fragments containing the polyglu-
tamine repeats. These fragments accumulate and form intra-
neuronal aggregates in neurites, cytoplasm, and nuclei (4-6).
The pathogenic role of these aggregates in the disease remains
controversial, but they are a common hallmark of numerous
neurodegenerative disorders (7).

Selective neurodegeneration in the patient brain, which occurs
most prominently in the striatum, constitutes the basis of the
neurological symptoms of HD (8). Despite the widespread
expression of Htt in the brain and body, medium-size spiny
GABAergic neurons of the striatum are preferentially affected
in HD. This specific neurodegeneration is important in the
pathophysiology of the disease because the evolution and sever-
ity of the symptoms are directly correlated to the rate of caudate

12218-12223 | PNAS | August23,2005 | vol.102 | no.34

atrophy (9). The striatum receives the densest dopaminergic
innervation of the brain, and HD progresses according to a
striatal dorsoventral gradient corresponding to the gradient of
dopamine (DA) concentration (10). Thus, the physiological DA
release that occurs in the striatum during the normal life span
could participate in the preferential and progressive vulnerabil-
ity of striatal neurons in HD. Although numerous indirect
arguments suggest a role of DA in HD (11), the precise
mechanism by which DA could aggravate mutated huntingtin
toxicity remains to be elucidated.

In the present study, we show that low doses of DA aggravate
expHtt-induced neuronal death via two distinct routes. One
route involves activation of the proapoptotic c-Jun N-terminal
kinase (JNK)/c-Jun pathway by oxidative stress, and the other
route involves the stimulation of dopaminergic D2 receptor.
Thus, our study provides insights into the cellular mechanisms
that make striatal neurons more vulnerable to toxicity induced
by expHtt and strongly supports a prominent role of DA in the
specificity of cell death in HD.

Methods

Embryos were removed at day 14 from timed-pregnant Swiss
mice (Janvier, Le Genest-St-Isle, France) or D2 receptor knock-
out mice. Striatal cultures and transfections were performed as
described in ref. 12. cDNAs for Htt and expHtt (provided by the
Huntington’s Disease Foundation Resource Bank, University of
California, Los Angeles) correspond to pcDNA3 containing the
CMYV promoter controlling the expression of the entire exon 1
of the human huntingtin gene (IT15), with 25 (Htt) or 103
(expHtt) continuous CAA or CAG repeats. A sequence encod-
ing an EGFP was inserted in frame at the C terminus of each
construct. In parallel, the coding sequence of the EGFP gene was
expressed under the control of the CMV promoter (referred to
as GFP). Four hours after transfection, the medium was removed
and replaced by the complete neurobasal medium containing
DA (Calbiochem) or quinpirole (Research Biochemicals,
Natick, MA), then cells were replaced at 37°C for the appropri-
ate time. For the pharmacological treatments, 10 uM SCH-
23390 (Sigma), 1 uM raclopride (Sigma), 200 uM ascorbate
(Aldrich), or 20 uM SP-600125 (Calbiochem) was added 30 min
before and during DA treatment. For immunofluorescence, cells
were incubated with monoclonal anti-microtubule-associated
protein 2 (anti-MAP2) at 1:100 [kindly provided by B. Riederer
(Institut d’Anatomie, Lausanne, Switzerland)] and polyclonal
anti-phospho Ser-73 c-Jun at 1:500 (Ozyme, Saint Quentin
Yvelines, France) and then with the appropriate secondary

This paper was submitted directly (Track ) to the PNAS office.

Abbreviations: HD, Huntington’s disease; Htt, huntingtin; expHtt, expanded Htt; DA,
dopamine; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MAP2, microtubule-associated protein 2; P-c-Jun,
phosphorylated c-Jun; ROS, reactive oxygen species.
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Fig. 1. DA activates the JNK/c-Jun pathway in striatal neurons. (A and B)
Activation of JNK (A) and c-Jun (B) by 100 uM DA was detected by using
antibodies selective for activated phosphorylated JNK (P-JNK) and P-c-Jun,
respectively. (Scale bar, 10 um.) (A) Note the nuclear translocation of P-JNK
upon DA treatment (arrow). (C and D) The kinetics of c-Jun activation (C) and
striatal death determined by a fragmented nucleus (D) induced by different
doses of DA in striatal neurons. The percentages were calculated with an
image analysis software (mAGe Pro pPLUs). Data are representative of three
independent experiments for each dose (50, 100, or 500 uM) and time point
(from 2 to 24 h) of DA exposure.

antibody: (Cy3)-conjugated anti-rabbit IgG at 1:2,000 (Amer-
sham Pharmacia) or (Cy3)-conjugated anti-mouse IgG at 1:2,000
(The Jackson Laboratory). For double labeling, anti-p-c-Jun and
anti-MAP?2 antibodies were revealed with a (Cy3)-conjugated
anti-rabbit IgG and a biotinylated horse anti-mouse IgG at 1:100
(Vector Laboratories), respectively. Cells were observed under
a Leica DM LB fluorescence microscope. Neurons containing
condensed or fragmented nuclei (DNA labeling with Hoechst)
were scored as dying cells. For each condition, a minimum of 600

Charvin et al.

Fig.2. ExpHtt activates the proapoptotic c-Jun transcription factor. GFP-Htt
(Htt) or GFP-expHtt (expHtt) were transiently transfected into striatal neurons
and visualized by GFP expression. Activation of c-Jun was detected by using an
anti-phospho-c-Jun (p-cJun) antibody (red labeling) in the nucleus (Hoechst,
blue staining) of striatal neurons transfected with expHtt (arrow).

transfected neurons were counted from three independent ex-
periments. Phosphorylated c-Jun (P-c-Jun) immunoreactivity
was quantified with the image analysis software IMAGE PRO PLUS
4.5.0.19 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD). Results were
compared by using ANOVA between subjects, and post hoc
comparisons were made by using the indicated test (see Figs.
3-5). Detailed procedures and reagents are described in Sup-
porting Methods, which is published as supporting information on
the PNAS web site.

Results

DA Activates the JNK/c-Jun Pathway in Striatal Neurons in a Time- and
Dose-Dependent Manner. High doses of DA are known to induce
striatal death in vitro and in vivo (11). To investigate the presence
of a possible synergism between DA and expHtt fragments, we
first analyzed the kinetics and dose-response effects of DA on
cultures of primary striatal neurons. Two parameters were taken
into account: activation of the proapoptotic INK/c-Jun pathway
(13) and neuronal death. In our conditions, primary striatal
cultures were completely devoid of DAergic neurons as proved
by the total lack of tyrosine hydroxylase expression (Fig. 64,
which is published as supporting information on the PNAS web
site). Activation of JNK and c-Jun was analyzed by immunocy-
tochemistry using antibodies that specifically recognize their
active, phosphorylated form (14). Fig. 1 A and B illustrate
phosphorylated JNK and P-c-Jun immunoreactivities after 8 and
10 h of 100 uM DA treatment, respectively. Increasing concen-
trations of DA (50 uM, 100 uM, and 500 uM) were applied on
striatal cultures. c-Jun phosphorylation occurred in a time- and
concentration-dependent manner (Fig. 1C). At 500 uM DA,
c-Jun phosphorylation was very rapid and high (>50% of
c-Jun-positive striatal neurons at 8 h) and unobservable later on
because of significant striatal death (see Fig. 1D). In response to
100 uM DA, c-Jun activation occurred more slowly and tran-
siently, reaching a maximum (up to 7-fold when compared with
controls) at 12 h and returning to control values by 16 h (Fig. 1C).
c-Jun activation occurred subsequently to nuclear translocation
of activated JNK (Fig. 14). No significant activation of c-Jun was
found with 50 uM DA (Fig. 1C).

The kinetics of striatal death by DA was determined by
evaluating nuclear integrity (as determined by Hoechst stain-
ing). Whereas DA applied at 500 uM induced a strong and rapid
striatal death, this effect was more progressive and modest when
cells were challenged with 100 uM DA, with 60% of living
striatal neurons at 16 h (Fig. 1D). Based on these data, 100 uM
DA (i.e., the lowest DA concentration allowing detection of
c-Jun activation) was used in further experiments at time points
when little or no effects could be detected on striatal neuron
death (from 8 to 12 h).
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Fig.3. DA potentiates expHtt-induced c-Jun activation and neuronal death.
(A) Comparative effects of 100 uM DA (at 10 h) on c-Jun activation in striatal
neurons that were not transfected (no Htt) or transfected with GFP alone
(GFP), normal Htt (Htt), or mutated Htt (expHtt). Gray bars, without DA; black
bars, with DA. Data are representative of three independent experiments for
each condition and each time point (100 cells counted per well; two wells per
experiment; 600 transfected cells for each condition). Statistical analyses were
performed using ANOVA followed by Fisher’s analysis for post hoc compari-
sons: *** P < 0.001. (B) Kinetics (at 8, 10, and 12 h) of c-Jun activation in Htt-
or expHtt- transfected neurons in the presence of 100 uM DA. Different
populations of P-c-Jun-positive neurons were separated on the basis of GFP-
expHtt localization, i.e., diffuse or aggregated in the neurites, soma, or
nucleus. *, P < 0.05; ***, P < 0.001. (C) Kinetics (at 14, 16, and 24 h) of DA
effects on survival of striatal neurons in control conditions or after transfec-
tion (Htt or expHtt). The percentage of surviving neurons was determined by
morphological criteria based on DNA labeling with Hoechst. Quantification
and statistical analyses were performed as in A. *, P < 0.05 when compared
with expHtt.

DA Potentiates c-Jun Activation and Striatal Death Induced by Ex-
panded Htt. Next, we analyzed the combined effect of DA and
expHtt on c-Jun activation in striatal neurons. c-Jun activation
was analyzed as described above, in striatal neurons expressing
either normal Htt or the mutated form, expHtt (Fig. 2). As
described in ref. 12, expHtt but not Htt activated c-Jun in striatal
neurons, but this activation remained an early (8 h after trans-
fection) and modest (15% of expHtt-transfected neurons) event
(Fig. 6B). When DA (100 uM) was combined with the transient
expression of Htt, c-Jun activation was increased to similar
proportions than DA alone or DA applied on GFP-transfected
neurons (Fig. 34). However, at this dose, DA produced a clear
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Fig.4. DA increases aggregate formation of expHtt. (A) GFP-tagged expHtt
localizations at 10 h. Neuronal compartments were defined by using immu-
nolabeling of MAP2 (in red) for neurites and soma and Hoechst staining (in
blue) for the nucleus. Merge represents the combined image of MAP2,
Hoechst, and GFP. Note the four different patterns at this time point: diffuse
or present in neuritic, somatic, or nuclear aggregates (arrows). (Scale bar, 10
pm.) (B) Effect of DA on expHtt aggregate formation at different time points
after transfection (8, 10, 14, and 24 h). ANOVA revealed significant differences
in aggregate formation of expHtt when neurons were treated with 100 uM
DA (compare for each time point: left column in each column pair, no DA; right
column in each column pair, 100 uM DA). For each time point, the number of
transfected neurons where expHtt is aggregated is significantly higher in the
presence of 100 uM DA (right column in each column pair) (Fisher’s analysis;
*x%, P < 0.001; *, P < 0.05).

synergistic effect on c-Jun phosphorylation in expHtt-expressing
neurons, with 50% of expHtt expressing striatal neurons instead
of 25% and 13% for DA or expHtt alone, respectively (Fig. 34).
c-Jun potentiation by DA occurred at 10 h (Fig. 3B), i.e., after
expHtt induced effects (see Fig. 6B).

Consistent with its potentiating role on c-Jun activation, DA
also aggravated expHtt-induced striatal death (at 24 h, 20% of
surviving neurons when compared with 50% in the absence of
DA) (Fig. 3C), whereas DA application on Htt-expressing
neurons induced striatal death to the same level as DA alone
(Fig. 3C).

DA Increases expHtt-Induced Aggregate Formation. The presence of
a GFP tag at the C-terminal region of expHtt allowed us to follow
its subcellular localization and aggregate formation. Various
patterns of expHtt localization were found at the different time
points after transfection. This finding is well illustrated in Fig.
44, where the triple labeling with Hoechst, the MAP2 (a neuritic
marker) immunostaining, and the GFP fusion to expHtt identify
distinct labeling patterns (shown here at 10 h after transfection):
a diffuse GFP labeling or labeling in neuritic, somatic, or nuclear
aggregates.
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(DA), or expHtt-transfected neurons. (Left) DA was applied in expHtt-
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scavenger (200 uM ascorbate; asc) and the selective JNK inhibitor (20 uM
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DA effects on expHtt aggregate formation. (Left) The experimental proce-
dures for the pharmacological studies were the same as in A. The D2 agonist
quinpirole (quin) was applied at 10 uM. (Right) Effect of DA on expHtt
aggregate formation in striatal neurons from wild-type (Wt) or D2 receptor
knockout (D2 KO) mice. (A and B) Quantifications were performed as indi-
cated in Fig. 3. Statistical analyses: ***, P < 0.001; **, P < 0.005; ns, nonsig-
nificant (Bonferroni/Dunnet’s analysis). (C) Role of DA on survival of expHtt-
expressing striatal neurons. The pharmacological treatments are the same as
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integrity by Hoechst staining at 14, 16, and 24 h. *, P < 0.05 when compared
with expHtt; #, P < 0.05 when compared with expHtt plus DA. (D) A cotreat-
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Few cells showed expHtt aggregates at 8 h (25%) (Fig. 4B).
Later on, aggregates progressively increased reaching ~80% of
expHtt-expressing neurons at 24 h, a time when the majority of
aggregates were nuclear. Surprisingly, a strong and early poten-
tiation of expHtt aggregates was found in the presence of DA.
At 8 h, DA induced expHtt aggregate formation in 65% of
striatal neurons (when compared with 25% without DA; see Fig.
4B). This effect was persistent, given that at 24 h 97% of
expHtt-expressing neurons showed aggregates in the presence of
DA, compared with 77% without DA.

DA Plays a Dual Role on expHtt-Induced Phenotype in Striatal Neu-
rons. Our results clearly show a potentiating role of DA on three
important aspects of expHtt-induced phenotype in striatal neu-
rons: c-Jun activation, aggregate formation, and striatal death.
DA can act on striatal neurons through two distinct receptors,
the D1 and D2 receptors, which can be distinguished on the basis
of intracellular signaling (i.e., stimulation and inhibition of
adenylate cyclase activity, respectively). DA effects on the
expHtt-induced phenotype might also reflect its neurotoxicity by
oxidative metabolism, because DA can oxidize spontaneously
in vitro or through an enzyme-catalyzed reaction in vivo to form
reactive oxygen species (ROS) (15). We therefore investigated
the respective role of D1/D2 receptor stimulation and ROS
production on expHtt-induced phenotype. Treatments with do-
paminergic antagonists (D1 or D2) or inhibitors (ROS scavenger
or JNK inhibitor) were combined with DA.

Although neither D1- nor D2-selective antagonists (SCH-
23390 and raclopride, respectively) had any effect on DA
potentiation of c-Jun activation by expHtt (Fig. 54 Left), ascor-
bate (ROS scavenger) totally blocked this effect (Fig. 54 Right).
Ascorbate also inhibited c-Jun activation induced by DA alone
but had no effect on c-Jun activation induced by expHtt alone,
indicating that expHtt induces c-Jun activation independently of
ROS production. Similarly to ascorbate, SP-600125, a selective
JNK inhibitor, blocked the synergistic effect of DA and expHtt
on c-Jun activation. Thus, altogether these results strongly
support that the synergistic effect of DA and expHtt on c-Jun
activation is mediated by JNK activation via ROS production.

Next, we analyzed how DA potentiates expHtt aggregate
formation. Although we found no effect of the D1 antagonist or
the ROS or JNK inhibitors (Fig. 5B), DA effects on aggregate
formation were totally blocked by a selective D2 antagonist and
mimicked by a D2 agonist (Fig. 5B Left). Importantly, primary
striatal neurons from D2 knockout mice (16) showed no DA
potentiation of expHtt aggregate formation (Fig. 5B Right).
Thus, these data provide evidence that D2 receptors stimulation
can induce expHtt aggregate formation in striatal neurons.

Finally, we examined the respective influence of D1/D2
receptor stimulation and ROS production or JNK activation on
DA aggravation of expHtt-induced neuronal death (Fig. 5 C and
D). This influence was examined at different time points after
DA treatment. The greatest effects were visible at 24 h when DA
strongly reduced survival in expHtt-expressing striatal neurons
(20% versus 50% of surviving neurons when comparing expHtt
plus DA with expHtt alone). Whereas the D2 antagonist,
raclopride, significantly reversed DA effects on expHtt-induced
neuronal death, the D2 agonist, quinpirole, reproduced these
effects (Fig. 5C Left). It is important to note that quinpirole
alone had no effect on striatal survival (93% of surviving
neurons after 24h treatment. Data not shown). The D1 antag-
onist was devoid of effect on DA-mediated expHtt-induced

ment with ROS scavenger (200 uM ascorbate) and D2 antagonist (1 uM
raclopride) is more protective for expHtt-expressing neurons exposed to 100
1M DA (at 24 h) than each simple treatment with ascorbate or raclopride. (*,
P < 0.05; ns, nonsignificant; Fisher’s test post ANOVA.)
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neuronal death, but the ROS scavenger (ascorbate) and the JNK
inhibitor (SP-600125) significantly reversed DA potentiation of
expHtt-induced neuronal death (40% versus 20% of surviving
neurons) (Fig. 5C Right). We note that ascorbate had no effect
on striatal death induced by expHtt alone (data not shown), a
data consistent with its lack of effect on expHtt-induced c-Jun
activation (see Fig. 54). Importantly, a cotreatment with the
ROS scavenger and D2 antagonist totally protected neurons
against the combined toxicity of DA and expHtt (Fig. 5D).

Discussion

Our data show that DA aggravates expHtt toxicity in striatal
neurons not only through the production of ROS, which activate
the proapoptotic JNK/c-Jun pathway, but also by D2 receptor
stimulation, which increases aggregate formation.

Activation of the proapoptotic JNK/c-Jun pathway contribute
to the neuronal atrophy and death that can be observed in
neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s and Parkin-
son’s disease, and in pathological conditions, such as stroke (17).
In in vitro models of HD, such as expHtt overexpression in
hippocampal cell lines or primary striatal neurons in culture,
expHtt can activate the JNK/c-Jun pathway independently of
ROS production (12, 18-20). Here we provide evidence that DA
is implicated in a synergistic manner with expHtt to activate
c-Jun in striatal neurons. DA can autooxidize and form ROS that
were shown in other systems to be important for cell death (21).
DA-induced ROS production is known to activate the JNK/c-
Jun pathway, and blocking this pathway enables the reversal of
DA-induced cell death (15). Our data showing a synergistic
effect of DA and expHtt on c-Jun activation are of critical
relevance for HD and striatal vulnerability. Thus, the increased
autooxidation of DA that occurs in the striatum during aging
(22) could potentiate a low level of JNK/c-Jun activation that is
due to expHtt expression (12, 17, 19). This process could account
for a selective vulnerability of striatal neurons toward this
proapoptotic signaling pathway. Autooxidation of DA during
aging could also explain why the onset of symptoms and degen-
eration is delayed to adulthood, despite the constitutive expres-
sion of expHtt mutation since birth.

DA treatment also accelerated the kinetics of expHtt aggre-
gate formation through D2 receptors, which demonstrates that
an extracellular stimulation can influence expHtt aggregate
formation. In presymptomatic HD patients, the first brain areas
in which neuropil aggregates appear are the globus pallidus and
the substantia nigra (23), two brain regions where D2 receptors
are concentrated (24, 25). D2 receptors are also strongly ex-
pressed by medium spiny neurons, and more particularly by
GABAergic/enkephalinergic neurons (26), which represent the
first striatal population affected in HD (27, 28). Thus, our data
help to reconcile these neuroanatomical observations and
strongly argue for a role of D2 receptor stimulation in aggregate
formation as an early event in HD.

There is still a strong debate about the role of aggregates in
neurotoxicity. Aggregates of expHtt are observed in HD post-
mortem patients’ brains as well as in different animal models of
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(23), and within the nucleus they are thought to inhibit tran-
scriptional events that are important for the expression of
antiapoptotic genes (34, 35). More recently, aggregates of expHitt
were proposed to interfere with the proteasome function (36),
which is important for the clearance of toxic proteins. Arrasate
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tective role of aggregates, at least in early stages, because striatal
neurons that contained aggregates had a decreased cumulative
risk of death when compared with diffused expHtt. Whether
D2-mediated aggregates are a cause or a consequence of expHtt
toxicity remains to be established. However, we propose that the
increased formation of aggregates in response to D2 receptors is
a signature of the greater sensitivity of this striatal subpopulation
to expHtt.

DA increased expHtt-induced striatal death, a finding strongly
arguing for a pathogenic role of DA in the selective vulnerability
of striatal neurons in HD. This role was already suggested from
pharmacological models of HD in which removal of the nigro-
striatal dopaminergic input protected the striatum from neuro-
degeneration induced by these toxins (38, 39). Furthermore,
subtoxic doses of 3-NP produce striatal neurodegeneration when
combined with a subtoxic dose of methamphetamine (40). In DA
transporter knockout mice, spontaneous striatal death accom-
panied by behavioral alterations that resemble HD are observed
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and HD mutation has been shown from in vivo genetic mice
models of HD. However, in vitro, striatal neurons derived from
the R6/2 mice are more susceptible than wild-type cells to high
and neurotoxic concentrations (1 mM) of DA (42). In our model
system, we have been able to unravel two fundamental events
involved in the death pathway produced by lower doses of DA
(100 uM). The first pathway is c-Jun activation by ROS, and the
second is D2 receptor stimulation, which in turn increases
aggregate formation. Noteworthy, these two DA-mediated
events occurred early in the pathogenic process induced by
expHtt. Thus, blocking at presymptomatic stages of the disease,
JNK activation, and D2 receptor-mediated signaling might rep-
resent promising strategies for HD therapy. These strategies are
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2.2. Apport de I’étude

Cette étude démontre pour la premiere fois que la dopamine aggrave la toxicité de la
huntingtine mutée dans les neurones striataux par deux mécanismes moléculaires. Le pre-
mier mécanisme concerne la production de radicaux libres, qui agissent en synergie avec la
huntingtine mutée pour activer la voie JNK/c-Jun. Le deuxiéme mécanisme, plus inatten-
du, repose sur "activation des récepteurs D2, qui a pour conséquence |’augmentation de la

toxicité de la huntingtine mutée mais également de la formation d’agrégats.

2.2.1. Adaptation de notre modele cellulaire permettant I’analyse de I’influence
de la dopamine sur les effets de la huntingtine mutée dans les neurones stria-
taux

Notre modele de cultures primaires de neurones striataux exprimant transitoirement
’exon 1 de la huntingtine normale ou mutée avait été décrit dans notre étude précédente
(Garcia et al., 2004). Nous avons ici précisé les cinétiques de formation d’agrégats, de
translocation de la huntingtine, et de ’activation du module JNK/c-Jun a des temps pré-
coces (de 8h a 12h apres transfection) car ’étude précédente supposait que les mécanis-
mes susceptibles de mener a la dysfonction et a la mort neuronales pouvaient étre mis en
place de maniere précoce.

Nous avons également étudié U'effet de différentes doses et cinétiques de dopamine
sur les neurones striataux non transfectés. Nous avons ainsi pu déterminer les paramétres

d’un traitement subléthal a la dopamine permettant d’activer la voie JNK.

2.2.2. Analyse de I’effet de la dopamine sur des neurones striataux exprimant la
huntingtine mutée

Aprés avoir adapté notre modele cellulaire, nous [’avons utilisé pour explorer le role

que pouvait jouer la dopamine sur la toxicité de la huntingtine mutée dans les neurones

striataux. Nous avions pour objectif d’analyser deux parametres : l’activation de la voie

pro-apoptotique JNK/c-Jun et la mort neuronale induites par la huntingtine mutée. Un

troisieme parametre s’est révélé intéressant au cours de l’étude : il s’agit de la formation

d’agrégats par la huntingtine mutée.

La dopamine et la huntingtine mutée agissent de fagcon synergique pour activer la
voie JNK/c-Jun dans les neurones striataux

La voie JNK est importante dans la mise en place d’un programme pro-apoptotique.
Son implication dans la mort neuronale a été montrée dans plusieurs modeles de maladies

neurodégénératives, telles que les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (Manning and Da-
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vis, 2003). Notre équipe a précédemment démontré que la voie JNK était activée spécifi-
quement dans le striatum, dans un modele pharmacologique de MH, le modéele 3-NP. Ces
résultats suggéraient que la voie JNK et sa cible nucléaire le facteur de transcription c-Jun
pouvaient étre impliqués dans la mort des neurones striataux dans ce modele de MH
(Garcia et al., 2002). In vitro, sur les cultures primaires de neurones striataux, la hunting-
tine mutée est également capable d’activer le module JNK/c-Jun dans une population re-
lativement faible de neurones, qui ne peut pas a elle seule expliquer la neurodégénéres-
cence striatale dans la MH (Garcia et al., 2004).

Nous montrons dans l’étude actuelle que la dopamine, en produisant des radicaux li-
bres, exerce un effet synergique avec la huntingtine mutée sur U’activation de la voie
JNK/c-Jun dans les neurones striataux. Ainsi, |’auto-oxydation de la dopamine, qui aug-
mente fortement dans le striatum au cours du vieillissement (Fornstedt et al., 1990), pour-
rait entrainer une activation importante de la voie JNK dans les neurones striataux, et
contribuer ainsi a leur vulnérabilité spécifique dans la MH. Ceci pourrait en outre expliquer
"apparition tardive des symptomes malgré l’expression de la huntingtine mutée depuis le

développement embryonnaire.

La dopamine augmente la formation d’agrégats de huntingtine mutée

Nous avons observé qu’en présence de dopamine, le nombre de neurones transfectés
présentant la huntingtine mutée sous forme d’agrégats est fortement augmenté. Cet effet
est médié par U’activation des récepteurs dopaminergiques de type D2. Si le réle des agré-
gats dans la pathogenése est encore trés controversé, ils sont en tous cas le témoignage
d’une souffrance cellulaire. Leur formation sous activation des récepteurs D2 témoigne
donc d’une souffrance accrue des neurones porteurs de ce type de récepteurs, qui sont
précisément, au sein du striatum, ceux qui dégénerent les premiers dans la MH. De plus,
les régions cérébrales dans lesquelles ces neurones projettent leurs axones —en particulier
le globus pallidus externe— sont précisément celles dans lesquelles les agrégats neuritiques
apparaissent en premier (Li et al., 2001). Nos résultats permettent de concilier ces obser-
vations neuro-anatomiques et argumentent fortement en faveur du role de ’activation des
récepteurs D2 dans la formation d’agrégats en tant qu’étape précoce de la pathologie. Il
s’agit de la premiere démonstration de ’influence d’une stimulation extracellulaire sur la

formation d’agrégats.
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La dopamine potentialise la toxicité de la huntingtine mutée dans les neurones
striataux

Dans notre modele cellulaire, la dopamine augmente la toxicité de la huntingtine mu-
tée dans les neurones striataux, via deux effets. Le premier repose sur la formation de
radicaux libres et l’activation de la voie pro-apoptotique JNK/c-Jun. Le deuxiéme implique

’activation des récepteurs D2.

2.3. Conclusion & perspectives

Cette étude analyse pour la premiere fois les mécanismes moléculaires par lesquels la
dopamine pourrait révéler la toxicité de la huntingtine mutée dans les neurones striataux.
Il en résulte la découverte de ’implication de la dopamine dans la mort des neurones
striataux exprimant la huntingtine mutée a travers deux processus. D’une part, la dopa-
mine produit des radicaux libres qui agissent en synergie avec la huntingtine mutée pour
activer la voie pro-apoptotique de JNK/c-Jun. D’autre part, la dopamine augmente égale-
ment la toxicité de la huntingtine mutée par le biais de ’activation des récepteurs D2.
Cette derniere activation a également pour conséquence d’augmenter la formation
d’agrégats de huntingtine mutée, ce qui témoigne d’une souffrance cellulaire. Ces deux
voies d’action de la dopamine sont impliquées précocement dans le mécanisme pathophy-
siologique de la huntingtine mutée (Figure 46).

Le blocage de l'une ou l’autre de ces voies démontre un fort pouvoir neuroprotecteur
contre la toxicité de la huntingtine mutée, U'effet maximal étant obtenu par un co-
traitement avec un antioxydant et un antagoniste D2. Ces données suggerent que
’oxydation de la dopamine, U’activation de JNK/c-Jun et U’activation des récepteurs D2
pourraient représenter des cibles thérapeutiques éventuelles pour la MH. Ces pistes
d’investigation sont d’autant plus intéressantes qu’il n’existe a l’heure actuelle aucun trai-
tement permettant de ralentir la progression de la maladie, qui conduit inexorablement a
la mort des patients.

Une étude menée en 2003 par l’équipe de Collins a montré ’effet bénéfique d’un trai-
tement précoce avec un antioxydant sur les symptomes moteurs d’un modéle de souris
transgéniques MH. En effet, les injections intra-péritonéales réguliéres d’ascorbate, a une
dose suffisante pour élever la concentration extracellulaire d’ascorbate dans le striatum,
améliore le comportement des souris R6/2 (qui expriment ’exon 1 du géne MH muté hu-
main) et diminue leurs troubles moteurs associés a la MH (Rebec et al., 2003).

Les effets de la dopamine médiés par |’activation des récepteurs D2 nous semblent par-

ticulierement importants étant donnée leur implication éventuelle dans la mort précoce
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des neurones striataux porteurs de récepteurs D2 dans la MH. Par conséquent, nous avons
voulu évaluer Ueffet thérapeutique d’un traitement précoce avec un antagoniste spécifi-
que des récepteurs D2 dans un modele in vivo de MH. Ce travail fait ’objet de la publica-

tion n° 3.

Htt mutée

Htt mutée

agrégats

Figure 46 : Implication de la dopamine dans la mort des neurones striataux exprimant la hunting-
tine mutée : double réle des radicaux libres et de la stimulation des récepteurs D2.

Notre étude in vitro démontre que la dopamine joue un double réle dans la vulnérabilité des neuro-
nes striataux a la huntingtine mutée. D’une part, en stimulant les récepteurs D2, la dopamine aug-
mente la formation d’agrégats de la huntingtine (Htt) mutée. D’autre part, en produisant des radi-
caux libres (ROS, Reactive Oxygen Species), la dopamine agit en synergie avec la huntingtine mutée
pour activer la voie pro-apoptotique de JNK/c-Jun. Ces deux voies d’action de la dopamine augmen-
tent la mort des neurones striataux.

117



Résultats : article 3

3. Article 3 :

An old drug indicates a new therapeutic opportunity in Huntington’s

disease

Charvin D., Perrin V., Roze E., Régulier E., Pagées C., Luthi-Carter R., Déglon N. and Cabo-

che J. (article en soumission)

3.1. Présentation de I’étude et de ses objectifs

Les caractéristiques neuropathologiques de la maladie de Huntington (MH) reposent sur
la présence d’agrégats de fragments N-terminaux de huntingtine mutée, la protéine a
Uorigine de la MH, et la dégénérescence sélective des neurones du striatum. Au sein du
striatum, les neurones épineux GABAergiques de taille moyenne qui se projettent sur le
globus pallidus externe (neurones striataux de la voie indirecte) sont les plus vulnérables
et représentent la premiere population cellulaire a dégénérer dans la MH. Un systeme de
gradation a été défini sur la base de la progression neuropathologique du striatum. Cing
grades ont ainsi été différenciés, du grade 0 (aucune anomalie neuropathologique discer-
nable) au grade 4 (perte de 95% des neurones dans le noyau caudé). Ces grades dans la MH
sont étroitement corrélés a l’évolution des symptomes cliniques, ce qui associe la MH a
une maladie du striatum (Peschanski et al., 1995). Il n’existe a I’heure actuelle aucun trai-
tement permettant de ralentir la progression de la MH, qui conduit alors a la mort des pa-
tients apres quinze a vingt ans d’évolution.

Nos précédents travaux, réalisés sur un modele in vitro de cultures primaires de neuro-
nes striataux exprimant de facon transitoire un fragment N-terminal de la huntingtine mu-
tée, ont démontré que ’activation des récepteurs dopaminergiques de type D2 augmente
la toxicité de la huntingtine mutée et qu’il s’agit d’un événement précoce dans le proces-
sus pathogénique. L’activation de ces récepteurs augmente également la formation
d’agrégats de huntingtine mutée, et ce, encore plus précocement que ’effet sur la mort
des neurones striataux. Ces résultats sont intéressants puisque dans la pathologie humaine,
ce sont les neurones striataux porteurs de récepteurs D2 (les neurones striataux de la voie
indirecte) qui sont les plus vulnérables a U’expression de la huntingtine mutée. Ainsi,
"expression des récepteurs D2 pourrait représenter un facteur de vulnérabilité a la hun-

tingtine mutée.
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Résultats : article 3

Actuellement, la plupart des patients atteints de MH recoivent un traitement sympto-
matique a base de neuroleptiques qui ont des propriétés d’antagonistes plus ou moins spé-
cifiques des récepteurs D2. Il n’existe pas de lien clairement établi entre ’administration
de neuroleptiques et ’évolution de la pathologie, mais ces traitements ne commencent
qu’aprés ’apparition des symptomes et donc une fois que la neurodégénérescence stria-
tale a commencé. Nous avons alors souhaité vérifier limplication des récepteurs D2 dans
la dégénérescence des neurones striataux dans un modele in vivo de MH, et évaluer Ueffet
thérapeutique d’un traitement avec un antagoniste tres sélectif des récepteurs D2 débuté

avant les premiers signes de dysfonction et de mort neuronales.

Choix du modéle

Il existe plusieurs modeles animaux de MH, pharmacologiques ou génétiques, qui re-
produisent chacun certaines caractéristiques de la pathophysiologie humaine (Bates and
Hockly, 2003). Nous avons choisi pour notre étude un modele qui reproduit la formation
d’agrégats de huntingtine mutée, le dysfonctionnement puis la mort des neurones stria-
taux. Il s’agit du modele mis au point par ’équipe du Dr Déglon, avec laquelle nous avons
entrepris une collaboration. Des rats de deux mois sont infectés simultanément avec des
constructions lentivirales codant un fragment N-terminal de la huntingtine normale (19
glutamines) ou mutée (82 glutamines) dans le striatum droit et gauche respectivement.
Dans ce modele, des agrégats de huntingtine mutée sont détectés des la premiére semaine
apres Uinjection du lentivirus, puis s’accumulent progressivement pendant les quatre pre-
mieres semaines. Une perte de marquage DARPP-32 est observée des la quatrieme semaine
dans le striatum exprimant la huntingtine mutée, témoignant d’une dysfonction neuronale,
et la neurodégénérescence est bien marquée la dixieme semaine post-infection. Aucun
changement n’est observé dans le striatum exprimant la forme normale de la huntingtine
(de Almeida et al., 2002).

Choix du traitement

Afin d’étudier le role spécifique des récepteurs dopaminergiques de type D2 dans le
modeéle de MH précédemment décrit, nous avons choisi d’utiliser I’halopéridol, qui est un
antagoniste tres sélectif des récepteurs D2. Ce neuroleptique typique est tres largement
utilisé en thérapeutie chez ’homme, notamment dans le traitement de la schizophrénie.
Nous avons utilisé |’halopéridol décanoate, qui est la forme retard du neuroleptique. Elle
permet d’obtenir un taux d’occupation des récepteurs D2 relativement stable au cours du
temps (Nyberg et al., 1997) et d’éviter aux rats des injections quotidiennes d’halopéridol

sous sa forme standard.
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Résultats : article 3

Evaluation des effets du traitement

Nos résultats in vitro suggerent une implication précoce des récepteurs D2 dans le pro-
cessus pathogénique de la maladie. Nous avons donc décidé de commencer le traitement
chez des rats ne présentant encore aucun signe neuropathologique, soit dés le lendemain
de Uinjection du lentivirus.

Un premier groupe de rats a été sacrifié a deux semaines post-infection pour évaluer
Ueffet du traitement sur la formation d’agrégats de huntingtine mutée. Un deuxiéme
groupe de rats a ensuite été sacrifié a huit semaines post-infection pour évaluer Ueffet du

traitement sur la dysfonction neuronale observée dans ce modéle.
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INTRODUCTION

Huntington’s disease (HD) is a fatal neurodegenerative disorder characterized by chorea,
dementia and psychiatric disturbances’. It is caused by a polyglutamine expansion in the IT15
gene product huntingtin?. Hallmarks of this neuropathology are a progressive loss of striatal
neurons and intraneuronal inclusion formation®“. There is no therapy to HD. Most patients are
treated with neuroleptics, that have D2 antagonist properties, but there is no obvious slow
down disease progression by this treatment®’, which is given in symptomatic patients when
striatal degeneration is already in an advanced stage. Based on our recent observations that D2
dopamine receptor stimulation promotes both mutant huntingtin-induced inclusion formation
and death of striatal neurons in culture®, we have hypothesized that treatment with D2
antagonist given at an early stage of disease might be neuroprotective. To test this hypothesis,
we investigated the potential neuroprotective effect of the D2 antagonist haloperidol in a rat
lentiviral model of HD*'°. We show that early treatment with the D2 antagonist haloperidol
significantly reduces both aggregate formation and neuronal dysfunction in the HD rat
striatum. Our results suggest that pharmacological blockade of D2 receptors early in the
disease process may represent an interesting therapeutic approach to alter the subsequent

course of neuropathology.
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RESULTS AND DISCUSSION

We previously showed that D2 receptor stimulation increases both aggregate formation
and neuronal death in primary cultures of striatal neurons transiently expressing mutated
huntingtin with expanded Polyglutamine tract (expHtt)®. In the present study, we make an
important extension of this work to examine the effect of haloperidol administration in vivo in
an intact animal model of HD. For this purpose we used a rat model of HD, whereby striatal
infection with lentiviral vectors overexpressing the first 171 amino acid of huntingtin (htt)
with 82 glutamines (LV-htt-171-82Q) produces a neuropathology faithful to the striatal lesion
observed in HD patients®. Inclusions first appear one week after viral injection and striatal
neuron dysfunction is observed from the fourth week after infection. Thus, we tested our
neuroleptic treatment for HD for mitigation of these hallmark outcome measures.
Overexpression of the normal form of the same 171 amino acid htt fragment (htt-171-19Q) is
devoid of striatal toxicity, and this treatment serving as a control in the present study was
injected in the left striatum and htt-171-82Q in the right. To evaluate the therapeutic effect of
early D2 receptor blockade in HD, we administered a depot formulation of haloperidol,
haloperidol decanoate, which allows a limited number of injections and a relatively stable D2
receptors occupancy over time'*. Haloperidol decanoate (one intramuscular, i.m., injection, 30
mg/kg, every 3 weeks) or vehicle (sesame oil, same protocol and volume) were injected in
LV-htt171-19/82Q rats at a pre-symptomatic stage starting one day after lentiviral injection.

The impact of haloperidol decanoate versus vehicle treatment was examined on inclusion
formation and striatal dysfunction. The appearance of intraneuronal inclusions marks the
onset of pathology in our model system®. Inclusions were detected by immunofluorescence
with the EM48 antibody, which specifically recognizes the aggregated form of htt (Fig.1a).
As expected, none of the striata infected with LV-htt171-19Q was stained with the EM48

antibody (not shown). In contrast, LV-mediated expression of the htt171-82Q protein induced
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the formation of expHtt aggregates beginning two weeks after viral injection. Inclusions
accumulated and their number was further increased eight weeks after infection (Fig.1a, b).
For each expHtt-expressing animal, the total number of aggregates in the striatum was
quantified. D2 receptor blockade by haloperidol significantly decreased expHtt aggregate
formation in striatal neurons, as early as 2 weeks post LV-injection (Fig.1a), consistent with
our previous results obtained in vitro®. Haloperidol decanoate treatment decreased the number
of expHtt-containing aggregates at two weeks by 42% (vehicle- versus haloperidol decanoate-
treated rats, P=0.05). A decrease in expHtt aggregates (-28%) was also found eight weeks
after LV-injection (vehicle- versus haloperidol decanoate-treated rats, P=0.001) (Fig.1b).
Thus, chronic blockade of D2 receptors by haloperidol decanoate maintained a decrease in
aggregate formation over time. It was previously shown that, in htt171-82Q-infected rat
striatum, most of the inclusions were present in the nuclei of striatal neurons, with some
aggregates observed in neuritic compartments”. To distinguish these two types of inclusions at
two weeks, a double staining of aggregates and nuclei was performed with EM48 and
Hoechst, respectively. This double staining confirmed that aggregates can take the shape of a
dense staining in large spherical nuclear inclusions, or of smaller-sized spheres dotting the
extra-nuclear compartments (i.e. neurites and soma) (Fig.1c). Based on these characteristics,
we quantified separately nuclear and extra-nuclear inclusions in LV-htt171-82Q expressing
striata of rats treated with haloperidol decanoate (or vehicle). Interestingly, haloperidol
decanoate treatment affected extra-nuclear inclusion formation preferentially, decreasing their
number by 59% (extra-nuclear aggregates of vehicle-treated rats versus extra-nuclear
aggregates of haloperidol decanoate- treated rats, P=0.018), while it had no or little effect on
nuclear inclusion formation (nuclear inclusions of vehicle-treated rats versus nuclear

inclusions of haloperidol decanoate- treated rats, P=0.196).
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Next, we investigated the effect of haloperidol decanoate treatment on neuronal
dysfunction, measured by the loss of DARPP-32 immunoreactivity at eight weeks. DARPP-
32 is expressed in 96% of the striatal medium-sized spiny neurons and is down-regulated in
HD transgenic mice and in LV-based HD rat models®2. All striata overexpressing expHit
presented a clear loss of DARPP-32 immunoreactivity (Fig. 2a, b). In contrast, no loss of
DARPP-32 staining was detected in striata overexpressing wild type htt (Fig. 2a, left panels).
We measured the volume of the DARPP-32 depleted region in LV-htt171-82Q expressing
striatum of rat either treated with haloperidol decanoate or vehicle. In control rats, chronic
haloperidol treatment did not modify DARPP-32 immunostaining. Of interest, the striatal
volume displaying loss of DARPP-32 immunoreactivity in rats infected with LV-htt171-82Q
was significantly smaller in rats treated with haloperidol than in animals treated with vehicle
(haloperidol, 1.4 + 0.2 mm?; Vehicle, 2.0 + 0.2 mm?® P<0.05) (Fig.2c). Thus, haloperidol
decanoate treatment produced a 30% reduction in the striatal volume showing expHtt-induced
dysfunction.

The present study demonstrates that haloperidol decanoate treatment exerts a parallel
decrease in expHtt-containing inclusion formation and striatal degeneration as defined by
DARPP-32-deficiency. Actually, at eight weeks, this treatment induced a 28% decrease in the
number of expHtt aggregates and a 30% decrease in the volume of DARPP-32 depleted
region. The causative role of aggregates in expHtt neurotoxicity has been challenged. In fact,
some data suggest that inclusions may even be protective'®. Alternatively, observations in HD
patients and transgenic models support the view that levels of expHtt aggregates, if not
causative, are somehow related to dysfunction and degeneration. For instance, aggregate
formation precedes the onset of symptoms in HD patients and transgenic mouse models of the
disease’**. In HD patients, expHtt inclusions are found in affected areas of the brain, such as

cortex and striatum, but not in unaffected areas, such as cerebellum, and they are found
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almost exclusively in neurons, and not in unaffected glial cells™. It has also been shown in
transgenic mouse models of HD that reduction in striatal atrophy and degeneration,
amelioration of motor symptoms, as well as improvement of survival are often associated
with reduction in htt inclusions. Thus, the presence of expHtt inclusions could be a direct or
indirect marker of the pathogenic process of expHitt, even if they are not themselves the toxic
species. In our study, a good correlation was observed between the volume of DARPP-32
depleted region and the number of expHtt aggregates (Fig.3). As stated above, haloperidol
decanoate treatment preferentially decreased extra-nuclear aggregate formation, i.e.
cytoplasmic neuritic and somatic inclusions. These cytoplasmic aggregates have been shown
to disrupt neuritic trafficking'’*®. Thus, haloperidol decanoate might protect neurons from
toxicity of cytoplasmic inclusions by decreasing their number.

In conclusion, our in vivo study shows that early treatment with the D2 antagonist
haloperidol beginning at an early stage significantly reduces both expHtt-induced aggregate
formation and neuronal dysfunction in the rat striatum. Our results suggest that haloperidol
treatment may delay onset of disease and/or slow down disease progression. Since there is
currently no available neuroprotective therapy, D2 receptor antagonists, if given early, may
represent an essential therapeutic option. Most of HD patients are given symptomatic
treatments with neuroleptics that share D2 receptor antagonist properties, such as haloperidol.
Patients receive this treatment after the onset of symptoms, while neuronal alterations are
present before the appearance of clinical symptoms, as it was described by brain imaging
studies of HD patients'®?, In this case, neuroleptic/D2 antagonists treatments may not be
effective because the temporal opportunity for neuronal rescue has passed. Our study suggests
that neuroleptic treatment given at pre-symptomatic stages in HD patient may be
neuroprotective. Since patients who receive long term treatment with neuroleptics may

experience numerous side effects, it is important to develop better tolerated therapeutic

126



strategies. One interesting approach would be to block intracellular pathways downstream D2

receptors.

127



METHODS

Animals

Adult female Wistar rats weighing between180~200 g were used. The animals were housed in
a controlled temperature room that was maintained on a 12 hr light/dark cycle. Food and
water were available ad libitum. The experiments were performed out in accordance with the

European Community Council directive 86/609/EEC for care and use of laboratory animals.

Injection of the lentiviruses

Concentrated viral stocks were thawed and resuspended by repeated pipetting. Htt171-19Q-
and htt171-82Q-expressing lentiviral vectors® were stereotaxically injected in the right or the
left striatum, respectively, of ketamine (75 mg/Kg, i.p.) and xylazine (10 mg/Kg, i.p.)
anaesthetized animals using a 10 pL Hamilton syringe (Hamilton, Reno, NV). The animals
received 800ng p24 (5 ul) of lentiviral vectors in each side at the following coordinates: 0.5
mm rostral to bregma, 3 mm lateral to midline, and 5 mm ventral from the skull surface. The
viruses were injected at 0.2 pl/min by means of an automatic injector (Stoelting Co.). The
needle was then left in place for an additional 5 min and gently withdrawn. The skin was

closed using wound chips autoclips (Phymep, Paris, France).

Treatment with haloperidol decanoate

Haloperidol decanoate (GensiaSicor pharmaceuticals) (50 mg/ml; 30 mg/Kg) was injected
intramuscularly every three weeks (first injection the day after viral infection) and equal
volumes of the vehicle (sesame oil, Sigma France) were injected intramuscularly to sham rats.
Haloperidol decanoate-treated rats were sacrificed two or eight weeks, respectively, after the
beginning of the treatment (n=7 for each time point). Two groups of vehicle-treated rats were

treated in parallel in the same conditions (n=7 for each time point).
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Histological processing

Tissue preparation. Two or eigth weeks after lentiviral injection, the animals were
anesthetized with a sodium pentobarbital overdose, transcardially perfused, post-fixed in 4%
paraformaldehyde, 10% picric acid for 24 hr, and finally cryoprotected in 15% sucrose and
0.1 M phosphate buffer for 48 hr. The brains were frozen in isopentane at -25°C and 25 pm
coronal sections were cut on a sliding microtome cryostat (Leitz/Wetslar; Leica
Microsystems, Nussloch, Germany). Slices throughout the entire striatum were collected and
stored in 24-well trays as free-floating sections in TB containing 30% ethylene glycol, 30%

glycerol. The trays were stored at -20°C until immunohistochemical processing.

Primary antibodies. The following primary antibodies were used : the mouse anti-human
huntingtin monoclonal EM48 antibody (MAB5374, Chemicon) and a mouse monoclonal
antibody recognizing the dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein of 32 kDa

(DARPP-32; a generous gift from Dr. P. Greengard, Rockefeller University, New York, NY).

Immunohistochemical procedure. For light microscopy, sections were first incubated for 5
min in a PBS solution containing 10% methanol, 0.9% H,0,, next in 0.2% Triton. Free-
floating sections were then incubated at RT for 1 hr in 0.1 M PBS containing 10% NGS
(Vector Laboratories), followed by a reaction with the DARPP-32 antibody (1:100,000, o/n,
4°C) diluted in a 5% NGS/PBS solution. Sections were incubated with an anti-mouse
biotinylated secondary antibody (1:200, Vector Laboratories) diluted in 1% NGS/PBS for 2 hr
at RT, and bound antibody was visualized by using the Vectastain ABC kit (PK-4000, Vector

Laboratories), with 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB metal concentrate;
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Pierce) as substrate. The sections were mounted, dehydrated by passing twice through ethanol
and xylene, and coverslipped with Eukit.
The nuclear localization of huntingtin was investigated on sections double-stained for htt

(EM48 Ab) and Hoechst. Htt immunohistochemistry was done as previously described.

Cell counting and evaluation of the volume of DARPP-32-depleted region

The number of huntingtin aggregates was evaluated by counting EM48-positive objects, and
the striatal dysfunction by measuring DARPP-32-depleted striatal volume. In both cases an
image analysis software (Image Pro Plus 4.5.0.19, Media Cybernetics) was used. The
aggregates were counted at a magnification of 10X on 25um thick sections separated by 150
um throughout the entire striatum. The total number of aggregates per brain was obtained by
multiplying the counts by 6. The area of the striatum showing a loss of DARPP-32 staining
was measured for each animal with an operator-independent process. The volume was then
estimated with the following formula: volume = d(al + a2 + a3 ...), where d is distance
between serial sections (150 um), and al, a2, a3 ... are DARPP-32-depleted areas for
individual serial sections. Determination of the areas showing depletion in DARPP-32

immunoreactivity was performed using a 1.6x objective.

Data analyses
Data are expressed as mean + SEM and were evaluated by a Student t test. The significance

level was set at P < 0.05.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Haloperidol decanoate treatment decreases expHtt aggregate formation over
time.

(a) expHtt aggregates were detected by immunofluorescence using the EM48 antibody, on 25
pum thick sections of vehicle- (Veh) and haloperidol decanoate-treated (Hal) rat striata, two (2
wk) or eight (8 wk) weeks after infection. Scale bars, 50 pum. (b) Quantification of EM48
positive aggregates in the whole htt171-82Q-expressing striata of vehicle (veh) or haloperidol
decanoate-treated (Hal) animals, two (2 wk) or eight (8 wk) weeks after LV-injection. EM48-
positive aggregates were counted on 25 um thick sections separated by 150 um throughout
the entire striatum, using an image analysis software (Image Pro Plus 4.5.0.19, Media
Cybernetics). The total number of aggregates per brain was obtained by multiplying the
counts by 6. (c) Double staining with Hoechst (nuclei, in blue) and EM48 (expHtt aggregates,
in red) was performed on two weeks htt171-82Q-expressing striata. Note the distinction
between big-size aggregates (arrow head) and small-size aggregates (arrow). Note also that
while big-size are located in the nucleus, small-size are always extra-nuclear. Scale bar, 20
pum. (d) Quantification of total, nuclear and extra-nuclear EM48 positive aggregates in the
whole htt171-82Q-infected striata of Vehicle (Veh) or haloperidol decanoate-treated (Hal)
animals, two weeks after infection. In b and d, Ct-2 wk : n=7 ; Hal-2 wk : n=7 ; Ct-8 wk :
n=7 ; Hal-8 wk : n=7. Statistical test : unpaired student’s t test *P<0.05, **P<0.01, ns : not

significant. Values are expressed as means + s.e.m.

Figure 2. Haloperidol decanoate treatment decreases striatal neurons dysfunction.
(a) Striatal neurons dysfunction was evaluated by the loss of DARPP-32 immunoreactivity at
eight weeks. While overexpression of the normal form of htt (19Q) had no effect on DARPP-

32 staining (left panels), a drastic loss of DARPP-32 immunoreactive neurons was observed

134



in the LV-htt171-82Q-infected striatum (82Q) of vehicle animals (Veh) (right up panel). Note
that haloperidol decanoate treatment (Hal) strongly reduces this loss of DARPP-32
immunoreactivity (right low panel) Scale bar, 500 um. (b) High magnification showing the
DARPP-32 depleted region in the striata presented in a. Scale bar, 100 um. (c) Quantification
of the volume of DARPP-32 depleted region in the htt171-82Q expressing striata of vehicle-
(\Veh) or haloperidol decanoate- treated (Hal) animals, eight weeks after LV injection. In ¢, Ct
: n=7 ; Hal : n=7. Statistical test : unpaired student’s t test; *P<0.05. Values are expressed as

means + s.e.m.

Figure 3. Haloperidol decanoate treatment exerts a parallel effect between neuronal
dysfunction and expHtt aggregate formation.

(a) DARPP-32 and aggregates immunostainings on adjacent LV-htt171-82Q-infected striatal
sections from a vehicle- (Veh; upper panels) and haloperidol decanoate- treated (Hal, lower
panels) animal, eight weeks after LV infection. Note that the haloperidol decanoate-treated rat
presents a smaller DARPP-32 depleted region and less aggregates than the vehicle treated
rats. Scale bar for DARPP-32 stained sections, 200 um. Scale bar for aggregates stained
sections, 20 um. (b) Correlation between the volume of DARPP-32 depleted region and the
number of expHtt aggregates for each animal. Black diamonds : haloperidol decanoate-treated

animals ; grey diamonds : vehicle-treated rats. R? = 0.6.
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Résultats : article 3

3.2. Apport de I’étude

Les résultats de cette étude suggerent qu’un traitement précoce avec ’halopéridol de-
canoate est une possibilité thérapeutique intéressante pour la MH puisqu’il diminue la
formation d’agrégats de huntingtine mutée, et surtout, il protége les neurones striataux de
la dysfonction induite par la huntingtine mutée. Par conséquent, ces résultats proposent
qu’un traitement précoce avec de ’halopéridol decanoate pourrait ralentir la progression
de la MH.

3.2.1. Effet de I’halopéridol decanoate sur la formation d’agrégats de huntingtine

mutée
Nous avons, dans un premier temps, analysé U'effet du traitement avec ’halopéridol
decanoate sur la formation d’agrégats de huntingtine mutée, aprés deux ou huit semaines
de traitement. En accord avec les résultats que nous avions obtenus in vitro, le blocage
des récepteurs D2 par [’halopéridol decanoate diminue la formation d’agrégats de hunting-

tine mutée dans ce modele in vivo, et cet effet persiste au cours du temps.

3.2.2. Effet de I’halopéridol decanoate sur la dysfonction neuronale
Nous avons ensuite évalué U'effet thérapeutique du traitement avec [’halopéridol deca-
noate sur la dysfonction neuronale induite par la huntingtine mutée. La dysfonction neuro-
nale a été quantifiée par la perte de marquage DARPP-32 aprés huit semaines de traite-
ment. Le traitement précoce avec ’halopéridol decanoate présente alors un fort effet

protecteur sur les neurones striataux exprimant la huntingtine mutée.

3.2.3. Corrélation entre la formation d’agrégats de huntingtine mutée et la dys-
fonction neuronale

Cette étude montre que le traitement avec ’halopéridol decanoate exerce des effets
similaires sur la formation d’agrégats et la dysfonction neuronale induite par la huntingtine
mutée. En effet, aprés huit semaines de traitement, U’halopéridol decanoate diminue
d’une part de 28% le nombre d’agrégats de huntingtine mutée, et d’autre part de 30% le
volume de la région striatale présentant une perte de marquage DARPP-32. Cette observa-
tion ne résout pas le débat qui existe entre un role protecteur ou au contraire toxique des
agrégats de huntingtine mutée. Par contre, cette forte corrélation suggére que les agré-

gats représentent un bon marqueur de souffrance cellulaire.
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3.3. Conclusion & perspectives

Cette étude démontre pour la premiére fois que les récepteurs dopaminergiques de
type D2 représentent une cible thérapeutique prometteuse pour la MH. En effet, le traite-
ment des rats MH a un stade pré-symptomatique avec de [’halopéridol decanoate, qui est
un antagoniste tres spécifique des récepteurs D2, a diminué la formation d’agrégats dans
les neurones striataux et les a fortement protégé de la dysfonction neuronale induite par
la huntingtine mutée.

Nous proposons qu’il puisse étre possible et favorable pour les patients d’adapter des
stratégies thérapeutiques existantes. En effet, la plupart des patients MH recoivent un
traitement symptomatique a base de neuroleptiques qui présentent des propriétés
d’antagonistes des récepteurs D2. Mais ce traitement ne commence qu’apres ’apparition
des symptomes, c’est-a-dire a un stade de la maladie ou le striatum est déja touché par la
neurodégénérescence. Ce méme traitement utilisé a un stade plus précoce de la maladie
devrait s’avérer bénéfique. Toutefois, ’administration a long terme de traitements neuro-
leptiques pouvant provoquer chez les patients des effets secondaires importants, il pour-
rait s’avérer utile de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a bloquer

les événements moléculaires en aval des récepteurs D2.
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Discussion générale

L’objectif de cette these était d’explorer le réle que pouvait jouer la dopamine dans la
vulnérabilité des neurones striataux a la huntingtine mutée afin de mieux comprendre le
processus pathophysiologique qui mene a la dégénérescence de ces neurones dans la mala-
die de Huntington. Les études que nous avons menées in vitro et in vivo nous ont permis
de démontrer que la dopamine rend les neurones striataux plus vulnérables a |’expression
de la huntingtine mutée, et ce, en exercant un double réle. D’une part, la dopamine pro-
duit des radicaux libres qui entrainent un stress oxydatif et qui sont connus pour rendre ce
neuromodulateur neurotoxique dans certaines conditions. Dans le cadre de la MH, les radi-
caux libres produits par la dopamine dans les neurones striataux en culture agissent en
synergie avec la huntingtine mutée pour activer la voie pro-apoptotique JNK/c-Jun.
D’autre part, l’activation des récepteurs D2 par la dopamine augmente la vulnérabilité des
neurones striataux a la toxicité de la huntingtine mutée. Cette activation a également
pour effet d’augmenter la formation d’agrégats de huntingtine mutée. Ces deux phénome-
nes relatifs a activation des récepteurs D2 sont a la fois reproduits in vitro et in vivo.
Enfin, ’étude que nous avons menée sur un modele in vivo de MH suggére qu’un traite-
ment précoce avec un neuroleptique ayant des propriétés d’antagoniste sélectif des récep-
teurs D2 est susceptible de ralentir la progression de la MH. Ces médicaments existants et
étant prescrits dans d’autres maladies neurologiques, cette perspective thérapeutique est
intéressante a explorer pour traiter la MH, une maladie dont les traitements actuels ne

sont encore que symptomatiques.

1. La dopamine : un neuromodulateur qui peut devenir toxique

La dopamine est un neuromodulateur qui exerce de multiples fonctions importantes
dans le systéme nerveux central. Le striatum est la structure cérébrale qui recoit la plus
dense innervation dopaminergique, en provenance des neurones de la substance noire
compacte. Cependant, plusieurs expériences menées in vivo et in vitro démontrent que
dans certaines situations, la dopamine peut se révéler toxique pour les neurones (Jakel and
Maragos, 2000). La dopamine participe par exemple a la neurodégénérescence striatale
provoquée par une ischémie locale (Buisson et al., 1992). Dans ce cas, les concentrations
de dopamine augmentent dans le striatum, pouvant atteindre jusqu’a 1100% des concen-
trations normales (Akiyama et al., 1991). Les injections directes de fortes doses de dopa-

mine dans le striatum (250-500 mM) entrainent des dommages striataux qui sont dépen-
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dants de la dose de dopamine et qui se traduisent par une perte neuronale, une dégéné-
rescence des terminaisons axonales et une réaction gliale (Filloux and Wamsley, 1991; Has-
tings et al., 1996). La dégénérescence des neurones striataux peut encore étre provoquée
in vivo par la libération endogéne de dopamine qui résulte de ’administration
d’amphétamine (Ricaurte et al., 1982). La dopamine peut également étre toxique in vitro,
sur des cultures de neurones dissociés de mésencéphale (Michel and Hefti, 1990), de stria-
tum (Cheng et al., 1996; Luo et al., 1998; MclLaughlin et al., 1998) ou de cortex
(Rosenberg, 1988; Hoyt et al., 1997) de rats, et déclencher un mécanisme d’apoptose
(Offen et al., 1996; Luo et al., 1998; McLaughlin et al., 1998).

Les effets neurotoxiques de la dopamine sont souvent liés a son oxydation. La dopa-
mine contient un noyau catéchol instable et peut s’oxyder spontanément ou par une réac-
tion enzymatique. Cette oxydation produit des radicaux libres hautement toxiques (ROS,
Reactive Oxygen Species) qui peuvent entrainer des dommages cellulaires irréversibles,
atteignant les composants cellulaires lipidiques, protéiques, ou encore I’ADN (Halliwell,
1992). Ainsi, de nombreuses données suggerent que le stress oxydatif provoqué par la do-
pamine serait un facteur majeur du mécanisme pathogénique responsable de la dégénéres-
cence des neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson (Adams and Odunze,
1991; Halliwell, 1992).

En 1998, les travaux de Luo ont montré, sur des neurones striataux de rats nouveau-
nés, mis en culture pendant 20 jours, qu’un traitement avec de fortes concentrations de
dopamine (500 pM) induit la mort cellulaire par apoptose (Luo et al., 1998). Cette étude
montre que la toxicité de la dopamine est entierement médiée par la production de radi-
caux libres, puisqu’elle est inhibée par ’ajout d’un antioxydant. Dans ce modele, la do-
pamine active également le module JNK/c-Jun via la production de radicaux libres.
L’inhibition de JNK ou de c-Jun, par ['utilisation d’une forme dominante négative de MKK4,
une des kinases de JNK, ou d’une forme dominante négative de c-Jun, bloque complete-

ment la mort induite par la dopamine.

Dans notre modeéle de cultures primaires de neurones striataux d’embryons de souris au
stade E14, mis en culture pendant 7 jours, la dopamine produit les mémes effets que dans
le modele de Luo, a savoir "activation du module pro-apoptotique JNK/c-Jun et la mort
des neurones (Charvin et al., 2005). Ces effets sont modulés par la dose et la durée du
traitement a la dopamine. Ainsi, un traitement avec 500 pM de dopamine provoque une
rapide activation de c-Jun et une mort rapide des neurones (pres de 65% des neurones sont
apoptotiques aprés 8h de traitement), comme ’indique |’aspect condensé ou fragmenté de

leur noyau. Un traitement avec 50 pM de dopamine ne permet pas, dans notre modeéle,
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d’induire une activation significative de c-Jun. En revanche, un traitement avec 100 pM de
dopamine permet d’activer le module JNK/c-Jun et d’induire une mort neuronale progres-
sive et plus modeste que le traitement avec 500 yM de dopamine (60% des neurones sont
toujours vivants apres 16 h de traitement avec 100 yM de dopamine).

L’activation du module JNK/c-Jun précede la mort des neurones, la translocation nu-
cléaire de pJNK (phospho-JNK, JNK phosphorylé) commencant a étre observée apres 8 h de
traitement, la phosphorylation de c-Jun apres 10 h et la mort neuronale aprés 14 h de trai-
tement avec 100 pM de dopamine. Le pré-traitement des neurones striataux avec un an-
tioxydant inhibe completement [’activation de c-Jun et la mort neuronale induites par la
dopamine. Ainsi, dans notre modele, la dopamine provoque l’activation de la voie pro-
apoptotique JNK/c-Jun et la mort des neurones striataux par l’intermédiaire de la produc-
tion de radicaux libres.

Par conséquent, suivant les parameétres dose/durée du traitement a la dopamine que
’on applique sur notre modele de cultures primaires de neurones striataux, la dopamine
peut se révéler neurotoxique. Nous avons choisi de nous placer dans des conditions ou la
dopamine est faiblement et progressivement toxique, tout en activant le module JNK/c-
Jun, soit un traitement avec 100 yM de dopamine appliqué de 8 h a 24 h suivant la réponse

cellulaire étudiée.

2. La dopamine crée un stress oxydatif qui rend les neurones striataux plus

vulnérables a la huntingtine mutée : implication de la voie JNK/c-Jun

Bien que la huntingtine mutée ait une expression ubiquitaire, les neurones de projec-
tion du striatum sont les cellules les plus vulnérables de la MH. Cette vulnérabilité ne peut
pas s’expliquer par le niveau d’expression de la huntingtine, qui n’est pas particulierement
élevé dans le striatum par rapport aux autres structures cérébrales. Par contre, le striatum
recoit les plus fortes concentrations cérébrales de dopamine et, nous l’avons vu, la dopa-
mine peut, dans certaines conditions, se révéler toxique pour les neurones striataux. Par
conséquent, la libération physiologique de dopamine qui se produit dans le striatum durant
le cours normal de la vie pourrait conduire a une vulnérabilité progressive des neurones

striataux dans la MH.

Arguments indirects en faveur d’un réle de la dopamine dans la MH
Plusieurs données de la littérature apportent des arguments indirects en faveur d’un

role éventuel de la dopamine dans la vulnérabilité spécifique des neurones striataux dans
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la MH. Par exemple, les travaux de Reynolds et al. montrent, dans un modéle pharmacolo-
gique in vivo de MH, reposant sur ’administration systémique de 3-NP et reproduisant la
neurodégénérescence striatale sélective, que la lésion des afférences dopaminergiques
protege completement les neurones striataux de la toxicité du 3-NP (Reynolds et al.,
1998). Au contraire, l’administration aigué ou chronique d’amphétamine, qui augmente la
libération de dopamine dans le striatum, accentue les effets toxiques du 3-NP (Bowyer et
al., 1996; Reynolds et al., 1998). Les souris transgéniques R6/2, qui surexpriment l’exon 1
humain de la huntingtine mutée avec en moyenne 145 répétitions de glutamines, dévelop-
pent une hypersensibilité a la toxicité de ’amphétamine (Hickey et al., 2002). De maniére
intéressante, cette hypersensibilité augmente avec ’age des souris. Les souris knock-out
pour le transporteur de la dopamine (DAT), qui présentent une hyper-dopaminergie persis-
tante dans le striatum, sont hypersensibles aux effets neurotoxiques du 3-NP (Fernagut et
al., 2002). De plus, ces souris développent spontanément des symptomes dyskinétiques
tres proches de ceux de la MH et une dégénérescence sélective et progressive des neuro-
nes striataux GABAergiques (Cyr et al., 2003). Ainsi, des anomalies de la transmission do-
paminergique peuvent étre a ’origine de troubles moteurs proches de ceux de la MH,
comme c’est également le cas dans le syndrome de Gilles de la Tourette.

Tous ces arguments en faveur d’un role de la dopamine dans la pathogenése de la MH
ne sont que des arguments indirects, et les mécanismes par lesquels la dopamine pourrait
révéler la toxicité de la huntingtine mutée dans les neurones striataux n’étaient toujours
pas élucidés au moment ou j’ai commencé ma these. Nous avons alors entrepris I’étude de

Uinfluence de la dopamine sur les neurones striataux exprimant la huntingtine mutée.

En produisant des radicaux libres, la dopamine agit en synergie avec la huntingtine
mutée pour activer la voie pro-apoptotique JNK/c-Jun

Nous avons montré que dans notre modele de cultures primaires de neurones striataux
transfectés transitoirement avec ’exon 1 de la huntingtine normale (avec 25 glutamines)
ou mutée (avec 103 glutamines), la huntingtine mutée est capable d’activer le module pro-
apoptotique JNK/c-Jun (Garcia et al., 2004). Cette activation est un événement précoce
dans le processus qui mene a la mort des neurones striataux et apparait avant la formation
des agrégats nucléaires. L’inhibition du module JNK/c-Jun soit par un pré-traitement des
neurones avec un inhibiteur pharmacologique de JNK (le SP-600125), soit par la co-
expression d’une forme dominante négative de c-Jun, protege partiellement mais significa-
tivement les neurones striataux de la toxicité de la huntingtine mutée. Ces résultats sont
intéressants parce qu’ils démontrent qu’un fragment N-terminal de la huntingtine mutée,

outre sa capacité a inhiber la transcription génique dans le noyau, est capable, dans les
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neurones striataux, de déclencher une cascade de signalisation pro-apoptotique dans le
cytoplasme, indépendamment de la formation des agrégats nucléaires. Par contre, cette
activation ne concerne qu’une minorité des neurones striataux exprimant la huntingtine
mutée, et ne peut donc pas expliquer la vulnérabilité de cette population cellulaire dans la
MH.

Ayant démontré que la huntingtine mutée seule et que la dopamine seule (100 pM) sont
capables d’activer la méme voie de signalisation pro-apoptotique JNK/c-Jun, mais que
cette activation ne concerne dans les deux cas qu’un petit nombre de neurones, nous
avons analysé U'effet combiné de la huntingtine mutée et de la dopamine sur l’activation
de cette voie. Nous avons alors montré que, dans notre modele in vitro de MH, la dopa-
mine et la huntingtine mutée exercent un effet synergique, et non uniquement additif, sur
’activation du module JNK/c-Jun. Un pré-traitement des neurones striataux exprimant la
huntingtine mutée avec un anti-oxydant inhibe U’effet synergique de la dopamine et de la
huntingtine mutée sur l’activation de la voie JNK/c-Jun et sur la mort neuronale. Le méme
effet protecteur sur ’activation de JNK/c-Jun et sur la mort des neurones striataux est
obtenu par un pré-traitement avec un inhibiteur pharmacologique de JNK (le SP-600125).
Ces résultats indiquent par conséquent que ce sont les radicaux libres produits par la do-
pamine qui agissent en synergie avec la huntingtine mutée pour activer la voie pro-
apoptotique JNK/c-Jun, et que ’activation de cette voie contribue en partie a la toxicité
de la dopamine et de la huntingtine mutée dans les neurones striataux. Récemment, Pe-
tersén et al. ont montré que des cultures primaires de neurones post-nataux du striatum
de souris R6/2 sont plus sensibles a de fortes concentrations de dopamine (1 mM) que les
neurones de souris controle (Petersen et al., 2001). La toxicité de la dopamine est dans
ces expériences entierement médiée par la production de radicaux libres. Dans notre mo-
déle, nous montrons que les neurones striataux exprimant la huntingtine mutée sont plus
sensibles a de faibles doses de dopamine (0,1 mM) que les neurones striataux exprimant la
huntingtine normale, et que la toxicité de la dopamine est partiellement médiée par la

production de radicaux libres.

Corrélation avec les caractéristiques neuro-anatomiques de la MH

L’oxydation de la dopamine augmente dans le striatum au cours du vieillissement
(Fornstedt et al., 1990). Cette oxydation produit des radicaux libres qui, d’aprés les résul-
tats que nous avons obtenus in vitro, amplifient [’activation de la voie JNK/c-Jun qui est
faiblement initiée par la présence de la huntingtine mutée dans les neurones. Ainsi, en
renforcant fortement ’activation de cette voie pro-apoptotique, l’oxydation de la dopa-

mine dans le striatum pourrait étre impliquée dans la vulnérabilité sélective des neurones
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striataux a "expression de la huntingtine mutée. De plus, cette oxydation augmentant au
cours du vieillissement, ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi ’apparition des symp-
tomes et de la dégénérescence des neurones striataux sont retardées a l’age adulte, mal-
gré ’expression constitutive de la huntingtine mutée depuis la naissance.

La dopamine, par son oxydation, pourrait participer au stress oxydatif observé dans le
striatum des malades MH. En effet, les cerveaux post-mortem de malades MH présentent
une activité de la MAO-B (monoamine oxydase B) accrue de 260 % dans le noyau caudé, en
comparaison avec les cerveaux d’individus sains de méme age (Mann et al., 1986). Or la
MAO-B est I’enzyme responsable de ’oxydation de la dopamine. Par conséquent, méme si
les concentrations synaptiques de dopamine ne sont pas augmentées, |’hyper-activité de la
MAO-B accélererait le métabolisme oxydatif de la dopamine et la production de radicaux
libres qui en résulte. Il a d’ailleurs été montré que les quantités de DOPAC, produit de
l’oxydation de la dopamine par la MAO-B, sont également augmentés dans le liquide céré-
bro-spinal des malades MH (Garrett and Soares-da-Silva, 1992). Ces données confortent
donc ’hypothese de ’implication de la dopamine dans le stress oxydatif observé dans la
MH.

Pour confirmer nos observations in vitro, il serait intéressant d’analyser |’état
d’activation de la voie JNK/c-Jun dans le striatum de modéles in vivo de MH. Notre équipe
a déja montré que cette voie est activée spécifiqguement dans les neurones striataux dans
le modele pharmacologique du 3-NP (Garcia et al., 2002). Cette analyse sera a présent

entreprise dans des modeéles génétiques in vivo de la MH.

Implication de JNK dans la vulnérabilité des neurones striataux dans la MH : quelle
JINK ?

La famille des protéines JNK est composée de trois sous-familles, les JNK1, JNK2 et
JNK3, qui ont des effets cellulaires différents. Parmi les trois JNK exprimées dans le cer-
veau, JNK1 présente une activité constitutive élevée dans les neurones, qui n’est pas re-
liée a une situation de stress cellulaire (Coffey et al., 2000; Coffey et al., 2002; Kuan et
al., 2003). Cette activité maintient ’homéostasie des microtubules et ’intégrité des axo-
nes dans le cerveau adulte (Chang et al., 2003). En ce qui concerne JNK2, elle peut étre
impliquée dans la réponse a des stimuli pro-apoptotiques (Coffey et al., 2002; Dietrich et
al., 2004; Eminel et al., 2004) mais elle est également importante pour la différenciation
coordonnée des cellules immunitaires par exemple (Yang et al., 1998; Jaeschke et al.,
2004), ou pour le développement du cerveau (Kuan et al., 1999). Connaissant le role phy-

siologique que peuvent jouer certaines JNK dans une situation cellulaire donnée, les stra-
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tégies thérapeutiques visant a bloquer la mort neuronale dépendante de JNK nécessitent
de connaitre la forme de JNK qui doit étre ciblée (JNK1, JNK2 ou JNK3).

La conservation de la structure des motifs fonctionnels des JNK rend difficile le déve-
loppement de composés permettant d’inhiber spécifiqguement l'une ou l’autre des sous-
familles de JNK (Resnick and Fennell, 2004). Au moins 40 inhibiteurs de structures diffé-
rentes ont été publiés ou brevetés en tant qu’inhibiteurs de JNK, agissant soit indirecte-
ment via la signalisation de la voie JNK (tel que le CEP-1347, qui inhibe MLK, une kinase en
amont de JNK et qui est actuellement testé pour le traitement de la maladie de Parkinson
(Group, 2004)), soit en bloquant directement le domaine catalytique de JNK (tels que le
SP-600125, proposé pour le traitement de ’ischémie cérébrale (Guan et al., 2005))
(Waetzig and Herdegen, 2005). Le domaine catalytique étant conservé entre les différen-
tes formes de JNK, aucune de ces molécules ne permet de distinguer les effets de JNK1,
JNK2 ou JNK3. Seule une approche génétique chez des souris knock-out pour ’une ou
"autre des JNK1, 2 ou 3 permettrait d’identifier quelle JNK est activée par la huntingtine
mutée et/ou les radicaux libres produits par la dopamine, une étude qui est en cours au
laboratoire.

JNK3 est la seule JNK dont ’expression est restreinte au cerveau. La délétion du gene
Jnk3 chez la souris est neuroprotectrice contre L’ischémie, le stress oxydatif et
l’excitotoxicité du glutamate (Yang et al., 1997; Kuan et al., 2003; Brecht et al., 2005).
Elle atténue de plus les caractéristiques pathologiques de la maladie d’Alzheimer
(Morishima et al., 2001). JNK3 apparait alors comme une cible d’intérét pour les maladies
neurodégénératives, et donc pour la MH.

L’étude de Hunot et al. montre que la double invalidation des genes Jnk2 et Jnk3 est
nécessaire et suffisante pour protéger les neurones dopaminergiques de l’activation de c-
Jun et de la mort cellulaire induites par le MPTP, un composé pharmacologique qui modé-
lise la maladie de Parkinson (Hunot et al., 2004). Il est par conséquent intéressant
d’analyser ’implication de JNK2 dans ’activation de c-Jun par [’action synergique de la
dopamine et de la huntingtine mutée dans notre modele.

Une étude récente démontre que lorsque JNK1 est activée dans le cytoplasme d’un
neurone, elle phosphoryle MAP2. Il en résulte une modification de la morphologie de
’arbre dendritique du neurone, diminuant le hombre de dendrites par cellule et augmen-
tant la longueur moyenne d’une dendrite (Bjorkblom et al., 2005). Or nous avons égale-
ment analysé dans notre modele, la morphologie de l'arbre dendritique des neurones
(identifiée par immunomarquage de MAP2) exprimant la huntingtine mutée en présence ou
non de dopamine (résultats préliminaires). Sans dopamine, !’expression de la huntingtine

mutée ne modifie la morphologie de l’arbre dendritique que lorsqu’elle se présente sous la
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forme d’agrégats somatiques ou nucléaires. En effet, les neurones dans lesquels la hun-
tingtine mutée forme des agrégats somatiques présentent des dendrites dont la longueur
moyenne est diminuée de 50 % par rapport aux neurones exprimant la huntingtine normale
(aprés 14h d’expression de la huntingtine mutée ou normale). En présence de dopamine,
les neurones dans lesquels la huntingtine mutée est diffuse ou sous forme d’agrégats neuri-
tiques présentent des dendrites dont la longueur moyenne est diminuée de 35 % par rap-
port aux neurones non traités avec la dopamine (aprés 14h de traitement et d’expression
de la huntingtine mutée). La dopamine n’a aucun effet sur les dendrites des neurones dans
lesquels la huntingtine mutée est sous forme d’agrégats somatiques ou nucléaires. De ma-
niere intéressante, la rétraction neuritique induite par la dopamine dans les neurones
striataux exprimant la huntingtine mutée sous forme diffuse est médiée par l’activation de
JNK puisque la longueur des dendrites est préservée avec un pré-traitement des neurones
avec le SP-600125 (inhibiteur pharmacologique de JNK). Par contre, la rétraction neuriti-
que induite par la dopamine dans les neurones striataux exprimant la huntingtine mutée
sous forme d’agrégats neuritiques est médiée par ’activation des récepteurs D2. Ces ana-
lyses de la rétraction neuritique des neurones striataux exprimant la huntingtine mutée

induite par la dopamine sont en cours au laboratoire.

3. L’activation des récepteurs dopaminergiques de type D2 rend les neurones

striataux plus vulnérables a la huntingtine mutée

Comme nous [’avons évoqué précédemment, ’oxydation de la dopamine est un média-
teur connu de la neurotoxicité de ce neuromodulateur. En revanche, notre étude démontre
que dans le cadre de la MH, la dopamine pourrait jouer un double réle dans la vulnérabilité
des neurones striataux, impliquant d’une part ’oxydation de la dopamine, mais également
"activation des récepteurs dopaminergiques de type D2. En effet, nous avons montré que
’activation des récepteurs D2 augmente la vulnérabilité des neurones striataux a la toxici-
té de la huntingtine mutée. L’activation de ces récepteurs a également pour effet
d’augmenter la formation d’agrégats de huntingtine mutée. L’implication des récepteurs
D2 dans la pathogenese de la MH est un résultat original et surprenant. Il est d’autant plus
important que notre étude in vivo confirme cette implication. Un pré-traitement des neu-
rones striataux en culture avec un antagoniste des récepteurs D2 protege fortement les
neurones de la toxicité de la dopamine et de la huntingtine mutée. Ce pré-traitement in-
hibe également la potentialisation de la formation d’agrégats par la dopamine. De plus, le

traitement avec de la dopamine des neurones striataux provenant de souris knock-out pour
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le récepteur D2 ne reproduit pas la potentialisation de la formation d’agrégats par la do-
pamine. De maniére tres intéressante, ces deux résultats, neuroprotection et diminution
de la formation d’agrégats par un traitement avec un antagoniste D2, sont exactement
reproduits dans un modele in vivo de la MH. Bien qu’il existe une controverse au sujet du
role des agrégats dans la toxicité de la huntingtine mutée, notre étude, reproduite in vitro
et in vivo, propose qu’un traitement précoce avec un antagoniste spécifique des récep-
teurs D2 puisse étre neuroprotecteur dans la MH, ce qui laisse entrevoir des perspectives

de stratégies thérapeutiques intéressantes.

3.1. Récepteurs D2 et mort des neurones striataux exprimant la huntingtine
mutée

Les récepteurs D2 sont exprimés par les neurones striataux GABAergi-
ques/enképhalinergiques qui se projettent sur le globus pallidus externe, c’est-a dire la
population cellulaire qui dégénere le plus précocement dans le striatum des malades MH, a
un stade ou ils sont encore pré-symptomatiques. Or notre étude montre que ’activation
des récepteurs D2 favorise la mort des neurones striataux exprimant la huntingtine mutée.
Ainsi, la présence des récepteurs D2 peut elle-méme représenter un facteur de vulnérabili-
té cellulaire dans la MH. La question reste a présent de comprendre par quels mécanismes

moléculaires les récepteurs D2 pourraient révéler la toxicité de la huntingtine mutée.

Inhibition de voies de signalisation anti-apoptotiques par la stimulation des récep-
teurs D2 ?

Les récepteurs D2 participent a un grand nombre de voies de signalisation intracellu-
laire, souvent par ’intermédiaire d’interactions protéiques avec leur troisieme boucle in-
tracytoplasmique. L’un des médiateurs importants des réponses cellulaires a l’activation
des récepteurs D2 est la B-arrestine 2. Le premier role reconnu de la famille des arrestines
est d’assurer la désensibilisation des récepteurs a sept domaines transmembranaires. Par-
mi les arrestines, ce sont les B-arrestines 2 qui interagissent avec les récepteurs D2 dans le
striatum (Macey et al., 2004). Apres avoir été stimulés par la dopamine, les récepteurs D2
sont phosphorylés par des kinases de la famille des GRK (G protein-coupled Receptor Kina-
ses). Cette phosphorylation augmente ’affinité de la B-arrestine 2 pour le récepteur D2,
auquel elle se lie. Elle recrute alors les composants de la machinerie d’endocytose au ni-
veau du récepteur (AP2, clathrine, dynamine), qui procedent a U'internalisation du récep-
teur dans une vésicule recouverte de clathrine.

Outre les récepteurs couplés aux protéines G et les composants de la machinerie de

’endocytose, les B-arrestines peuvent s’associer avec de nombreux acteurs de voies de
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signalisation intracellulaire. Les B-arrestines ne participent donc pas uniquement a la dé-
sensibilisation des récepteurs mais également a la régulation des voies de signalisation en
aval de ces récepteurs. La B-arrestine 2 agit ainsi en tant que plateforme protéique pour
les composants de la voie des ERK1/2 (Raf, MEK, ERK) (DeFea et al., 2000; Luttrell et al.,
2001). Il semblerait que les effets de la B-arrestine 2 sur cette voie de signalisation puis-
sent étre différents en fonction du récepteur qui est a U'initiative de cette régulation. En
effet, avec des récepteurs tels que le récepteur a I’angiotensine de type 1a (AT1aR), dits
« récepteurs de classe B », la B-arrestine 2 et ERK sont internalisés avec le récepteur et
restent accrochés a la vésicule d’endocytose (Luttrell et al., 2001) (Figure 47).
L’activation de ERK est alors maintenue sur une longue période (plus de 90 min), peut-étre
parce qu’il est inaccessible pour ses phosphatases, et il reste cytoplasmique (Tohgo et al.,
2002; Ge et al., 2003; Ahn et al., 2004; Lefkowitz and Shenoy, 2005). Par contre, avec des
récepteurs tels que le récepteur adrénergique B, (B2-AR), dits « récepteurs de classe A »,
’activation de ERK par la B-arrestine 2 est moins persistante dans le temps et permet a
phospho-ERK de transloquer au noyau (Tohgo et al., 2003; Lefkowitz and Shenoy, 2005)
(Figure 47).
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Figure 47 : Activation de la voie ERK par la B-arrestine 2 en réponse a la stimulation d’un récepteur
de classe A (a gauche) ou de classe B (a droite).

L’activation de la voie ERK par la B-arrestine 2 en réponse a la stimulation d’un récepteur de classe
A (tel que B,-AR) est de courte durée et permet a pERK d’agir sur ses cibles nucléaires. Au
contraire, en réponse a ’activation d’un récepteur de classe B (tel que AT1aR), [’activation de ERK
par la B-arrestine 2 est soutenue et limitée au compartiment cytoplasmique. Schéma d’apres
(Lefkowitz and Shenoy, 2005).
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La voie des ERK1/2 est généralement considérée comme étant anti-apoptotique, régu-
lant la prolifération et la différenciation cellulaire et étant impliquée dans la mémoire a
long terme, la plasticité synaptique et les réponses comportementales aux drogues d’abus
(Valjent et al., 2001; Sweatt, 2004). Pour assurer ces fonctions, phospho-ERK transloque
au noyau, ou elle phosphoryle et active des facteurs de transcription qui stimulent
’expression de genes impliqués dans la prolifération, la différenciation et d’autres proces-
sus cellulaires (Morrison and Davis, 2003). De récentes études ont remis en cause le seul
role anti-apoptotique de la voie ERK, suggérant au contraire son implication dans la neuro-
dégénérescence (Irving and Bamford, 2002; Cheung and Slack, 2004; Chu et al., 2004). Par
exemple, ERK est activée apres l'injection de la neurotoxine 6-OHDA qui permet de modé-
liser la maladie de Parkinson. Dans ce modele, la mort cellulaire est diminuée par
Uinhibition pharmacologique de MEK, activateur de ERK (Kulich and Chu, 2001).
L’inhibition de MEK, par l’agent pharmacologique PD98059, est également neuroprotec-
trice contre ’ischémie cérébrale focale (Alessandrini et al., 1999; Namura et al., 2001).
Jusqu’a présent, les mécanismes moléculaires qui assurent le role pro-apoptotique de ERK
dans les neurones sont encore inconnus. L’étude récente menée par Subramaniam et al.
démontre que l’activation de ERK pourrait entrainer la dégénérescence neuronale en pro-
voquant des dommages au niveau de la membrane plasmique indépendamment de la cas-
pase-3 (Subramaniam et al., 2004). La localisation subcellulaire de la protéine ERK pour-
rait entrainer des effets cellulaires différents, de nature anti-apoptotique dans le noyau et
de nature pro-apoptotique dans le cytoplasme des neurones. Dans ce cas, la régulation de
la localisation sub-cellulaire de la protéine ERK par la p-arrestine 2 pourrait directement
réguler son role pro- ou anti- apoptotique.

Les mécanismes d’activation de la voie ERK par la B-arrestine 2 n’ont pas encore été
étudiés en réponse a ’activation des récepteurs D2. Notre équipe a entrepris l’analyse de
l’état d’activation et de la localisation subcellulaire de ERK dans notre modele in vitro de
la MH.

Tres récemment, les travaux de Beaulieu et al. ont permis de révéler un autre role im-
portant de la B-arrestine 2 pour la régulation par les récepteurs D2 d’une voie de signalisa-
tion classiquement décrite comme étant anti-apoptotique. Cette voie de signalisation est
celle de la sérine-thréonine kinase Akt (ou PKB). Cible majeure des phosphoinositides 3-
kinases (Pl3-kinases), Akt exerce ses effets neuroprotecteurs en phosphorylant de nom-
breux substrats (Franke et al., 2003). Ces substrats comprennent des composants de la
machinerie apoptotique (tels que BAD), la glycogene synthase kinase 3b (GSK3b) et les fac-

teurs de transcription de la famille de forkhead (FOXOS). La voie d’Akt est particuliere-

151



Discussion générale

ment intéressante pour l’étude de la MH, car l’équipe de Saudou a montré que ’un des
substrats de cette kinase pouvait étre la huntingtine mutée (Humbert et al., 2002). Lors-
que la huntingtine mutée est phosphorylée par Akt, elle perd sa toxicité neuronale. De
plus, 'activité d’Akt est altérée chez les malades MH. En effet, les travaux de Colin et al.
ont montré que, dans des cerveaux post-mortem de malades et dans un modele de rat ex-
primant la huntingtine mutée dans le striatum, Akt est sous-exprimée dés un stade précoce
correspondant a la dysfonction mais non a la mort neuronale, et est clivée par la caspase
3, devenant ainsi completement inactive, aux stades tardifs de la maladie (Colin et al.,
2005). Ces données suggerent que la voie d’Akt pourrait étre impliquée dans la pathoge-
nese de la MH.

Or, les travaux récents de Beaulieu et al. démontrent un lien entre les récepteurs D2
et Uactivité de cette voie (Beaulieu et al., 2005). En effet, cette étude révele que la B-
arrestine 2 forme un complexe protéique avec Akt et sa phosphatase PP2A. La formation
de ce complexe est stimulée par ’activation des récepteurs D2 et conduit a la déphospho-
rylation, et ainsi a 'inactivation, de la protéine Akt (Figure 48). Par conséquent, en acti-
vant les récepteurs D2, la dopamine inhibe Akt. La huntingtine mutée n’est alors plus

phosphorylée par Akt, et peut devenir toxique pour les neurones.

Thr308
Serd73
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Figure 48 : Schéma modélisant ’inactivation d’Akt par les récepteurs D2 dans les neurones stria-
taux.

La B-arrestine 2 permet de réunir Akt et sa phosphatase PP2A. La formation de ce complexe est
stimulée par ’activation des récepteurs D2 et rend Akt inactive. D’apres (Beaulieu et al., 2005).

Défaut d’endocytose des récepteurs D2 ?

La huntingtine normale interagit directement avec HIP1 et AP2, deux protéines impor-
tantes pour la formation des vésicules d’endocytose a clathrine. En favorisant |’assemblage
de HIP1 avec AP2 au niveau de la membrane plasmique, la huntingtine normale pourrait

elle-méme étre impliquée dans initiation de la formation des vésicules d’endocytose. Il a
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récemment été montré que HIP1 joue un role essentiel dans le trafic intracellulaire des
récepteurs au glutamate de type AMPA (Metzler et al., 2003). En effet, les neurones de
souris knock-out pour HIP1 présentent de profondes anomalies de 'internalisation des ré-
cepteurs AMPA.

La présence de ’expansion de glutamines diminue U'interaction de la huntingtine avec
HIP1 (Gervais et al., 2002). Par conséquent, la huntingtine mutée perd la faculté
d’assembler HIP1 et AP2 au niveau de la membrane plasmique, pouvant alors perturber la
formation des vésicules d’endocytose a clathrine. La stimulation des récepteurs D2 provo-
que leur internalisation dans des vésicules a clathrine. Ainsi, la huntingtine mutée pourrait
perturber U'internalisation des récepteurs D2 en réponse a la dopamine, ce qui pourrait
entrainer une hyperstimulation des récepteurs et des anomalies de la signalisation intra-
cellulaire en aval des récepteurs D2. Il serait intéressant d’étudier le trafic intracellulaire
des récepteurs D2 en réponse a la dopamine en présence de la huntingtine normale ou mu-
tée. Si la huntingtine mutée empéche la formation des vésicules d’endocytose a clathrine
au niveau des récepteurs D2 activés par la dopamine, [’absence de la B-arrestine 2 devrait
reproduire les mémes effets que la huntingtine mutée sur U’internalisation des récepteurs
D2. Il pourrait donc étre judicieux d’analyser U'effet de la stimulation des récepteurs D2

sur la survie des neurones striataux provenant de souris knock-out pour la B-arrestine 2.

3.2. Récepteurs D2 et agrégats de huntingtine mutée

Notre étude montre que LUactivation des récepteurs D2 augmente la formation
d’agrégats de huntingtine mutée dans les neurones striataux. Or chez les patients pré-
symptomatiques atteints de MH, les premieres structures dans lesquelles apparaissent les
agrégats neuritiques sont le globus pallidus externe et la substance noire compacte (Li et
al., 2001), deux régions cérébrales dans lesquelles les récepteurs D2 sont fortement
concentrés (Floran et al., 1997; Cooper and Stanford, 2001). De plus, chez une souris
knock-in qui exprime la huntingtine mutée avec 140 répétitions de glutamines, les premie-
res régions dans lesquelles apparaissent les agrégats nucléaires sont le striatum, le noyau
accumbens et les tubercules olfactifs (Menalled et al., 2003). Or il s’agit des trois structu-
res cérébrales dans lesquelles les récepteurs D2 sont le plus fortement exprimés. Ainsi, nos
résultats permettent de concilier ces observations neuro-anatomiques et représentent de
forts arguments en faveur d’une implication précoce de la stimulation des récepteurs D2
dans la formation des agrégats de huntingtine mutée. Mais comment ’activation des ré-

cepteurs D2 peut-elle stimuler la formation d’agrégats de huntingtine mutée ?
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Perturbation du cytosquelette ?

Nos résultats préliminaires indiquent qu’un inhibiteur de la protéine ROCK (Rho-
associated Coiled-coil-containing protein Kinase) protége les neurones striataux de U'effet
de la stimulation des récepteurs D2 sur la formation d’agrégats de huntingtine mutée et
sur la mort. ROCK est un effecteur important de Rho et régule la dynamique des protéines
du cytosquelette telles que ’actine (Amano et al., 2000). Son inhibiteur pharmacologique
(Y-27632) avait déja été identifié comme répresseur de la formation d’agrégats de hun-
tingtine mutée dans un modeéle Drosophile de la MH (Pollitt et al., 2003). Nos résultats ap-
portent l’information complémentaire d’une éventuelle implication de la voie Rho/ROCK
dans U’effet médié par les récepteurs D2.

ROCK est une Ser/Thr kinase, dont l’un des substrats est MAP2, une protéine associée
aux microtubules, spécifiquement neuronale (Amano et al., 2003). Elle serait impliquée
dans de multiples fonctions, telles que la nucléation et la stabilisation des microtubules et
la régulation du transport axonal et dendritique. La phosphorylation de MAP2 contréle son
association avec le cytosquelette, inhibant ses fonctions stabilisatrices, et perturbant ainsi
le cytosquelette (Sanchez C. et al., 2000). Comme nous l’avons évoqué précédemment,
nos analyses préliminaires de la morphologie dendritique des neurones striataux dans notre
modeéle in vitro montrent une perturbation du marquage MAP2 dans les neurones striataux
qui expriment la huntingtine mutée, perturbation qui est aggravée par ’activation des
récepteurs D2. L’inhibiteur de ROCK protege les neurones de ces effets (résultats prélimi-
naires). Il serait alors intéressant de rechercher le lien qui pourrait relier la stimulation

des récepteurs D2 a l’activation de ROCK.

3.3. Effets des récepteurs D2 sur la mort et la formation d’agrégats : une rela-
tion de cause a effet ?

Comme dans de nombreuses maladies neurodégéneratives, |’'une des caractéristiques
neuropathologiques de la MH est la formation d’agrégats protéiques insolubles (Taylor et
al., 2002). Ces agrégats sont formés, dans le cadre de la MH, par des fragments N-
terminaux de huntingtine mutée, qui sont issus de clivages de la protéine par des caspases,
calpaines et aspartyl protéases. Les interactions entre les fragments N-terminaux de hun-
tingtine mutée s’établissent par le domaine riche en glutamines et peuvent étre stabilisés
par lintervention de transglutaminases. Ces agrégats interagissent également avec
d’autres protéines intracellulaires, qu’elles séquestrent en leur sein.

Dans la plupart des maladies neurodégénératives qui sont caractérisées par la forma-
tion d’agrégats protéiques insolubles, ces derniers sont reconnus pour jouer un role pri-

mordial dans le mécanisme pathogénique de la maladie. Par exemple, dans la sclérose la-
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térale amyotrophique familiale (fALS), la protéine mutée a l’origine de la maladie est la
Cu/Zn superoxide dismutase 1 (SOD1), une protéine qui permet de neutraliser les radicaux
libres. La SOD1 mutée forme des agrégats dans les neurones du cortex moteur et de la
moelle épiniere. Ces agrégats trappent les protéines du protéasome, comme les agrégats
de huntingtine mutée dans la MH (Bence et al., 2001; Bennett et al., 2005), bloquant ainsi
le fonctionnement du protéasome, et ils provoquent la mort des neurones dans lesquels ils
se forment. Une étude par vidéomicroscopie de cellules neuronales PC12 exprimant la
SOD1 mutée a montré que 90 % des cellules dans lesquelles se forment des agrégats meu-
rent, et ce, rapidement apres l’apparition des agrégats, alors que 70 % des cellules dans
lesquelles la SOD1 mutée reste diffuse ne meurent pas (Matsumoto et al., 2005). Les analy-
ses des agrégats au microscope électronique ont montré que les agrégats formés par la
SOD1 mutée et ceux formés par la huntingtine mutée possédent des structures et des mor-
phologies similaires (Bruijn et al., 1997; Bruijn et al., 1998). Cependant, il existe une
controverse concernant ’implication des agrégats de huntingtine mutée dans la pathoge-
nese de la MH. En effet, contrairement a "’expérience menée sur les cellules exprimant la
SOD1 mutée, "analyse en vidéomicroscopie des neurones en culture exprimant la hunting-
tine mutée montre que les neurones dans lesquels se forment des agrégats survivent plus
longtemps que ceux dans lesquels la huntingtine mutée reste diffuse (Arrasate et al.,
2004). Cependant, les neurones dans lesquels se forment les agrégats meurent plus vite
que les neurones qui expriment la forme normale de la huntingtine. En effet, apres 75h
d’expression, les neurones dans lesquels la huntingtine mutée forme des agrégats ont un
risque de mourir égal a 0,7 alors que les neurones qui expriment la huntingtine normale
dans les mémes conditions ont un risque de mourir égal a 0,35. Ainsi, les neurones stria-
taux dans lesquels se sont formés des agrégats de huntingtine mutée ont deux fois plus de
risques de mourir que les neurones striataux qui expriment la huntingtine normale, ce qui
suggere que les agrégats représentent également une forme toxique de la huntingtine mu-
tée.

Comme dans de nombreuses études (Kazantsev et al., 2002; Sanchez I. et al., 2003;
Tanaka et al., 2004; Rangone et al., 2005; Zhang et al., 2005), nos résultats, in vitro et in
vivo, indiquent que la neuroprotection apportée par un antagoniste des récepteurs D2
s’accompagne d’une diminution paralléle du nombre d’agrégats de huntingtine mutée. La
forte corrélation que nous avons obtenue dans notre étude in vivo entre la diminution du
nombre d’agrégats et la protection contre la dysfonction neuronale pour chaque animal
suggere fortement que les agrégats sont de bons indicateurs de souffrance cellulaire
(Charvin et al., soumis). De plus, chez les malades MH, les premiers neurones dans lesquels

apparaissent les agrégats sont également ceux qui dégénerent les premiers, a savoir les
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neurones striato-pallidaux, qui sont d’ailleurs porteurs de récepteurs D2 (Reiner et al.,
1988; Missale et al., 1998; Glass et al., 2000; Li et al., 2001).

Ainsi, toutes ces données ne permettent pas de résoudre le débat entre un réle protec-
teur ou toxique des agrégats de huntingtine mutée, mais elles indiquent que les agrégats
peuvent étre considérés comme indicateurs de souffrance cellulaire, et de vulnérabilité a

la huntingtine mutée.

4. Traitement neuroleptiques : une « nouvelle » thérapie pour la maladie de

Huntington ?

Nous avons montré, dans un modele in vivo de la MH, qu’un traitement précoce avec
de Uhalopéridol décanoate se révele étre une stratégie thérapeutique intéressante puis-
qu’il diminue la formation d’agrégats et, surtout, il diminue fortement la dysfonction neu-
ronale dans le striatum (Charvin et al., soumis). Ces résultats suggerent que le traitement
avec ’halopéridol décanoate est susceptible de ralentir la progression de la maladie.

Le modele que nous avons choisi pour réaliser cette étude permet de reproduire les
principaux évenements neuropathologiques caractéristiques de la MH, a savoir la formation
d’agrégats de huntingtine mutée dans les neurites et dans le noyau des neurones, et la
dégénérescence progressive des neurones striataux. Il s’agit de rats adultes qui sont infec-
tés simultanément avec des constructions lentivirales codant un fragment N-terminal de la
huntingtine normale (avec 19 glutamines) ou mutée (avec 82 glutamines) dans le striatum
droit et gauche, respectivement. Dans ce modele, les premiers agrégats de huntingtine
mutée sont détectés deés la premiére semaine suivant U'infection, puis ils s’accumulent
progressivement. La dysfonction neuronale est observée des la quatrieme semaine dans le
striatum exprimant la huntingtine mutée, ce qui correspond au pic d’agrégats. La mort des
neurones striataux est bien marquée la dixieme semaine post-infection (de Almeida et al.,
2002). Ce modeéle permet ainsi d’étudier les mécanismes moléculaires qui interviennent
dans le processus dégénératif des neurones striataux induit par ’expression du fragment N-
terminal de la huntingtine mutée. En revanche, le lentivirus codant la huntingtine mutée
n’est injecté que dans le striatum. Il permet ainsi d’étudier la vulnérabilité sélective des
neurones striataux de projection parmi les cellules du striatum, mais il ne permet pas
d’intégrer les effets de la huntingtine mutée dans les cellules non-striatales. Il serait inté-
ressant par exemple d’intégrer les effets de la huntingtine mutée dans les neurones qui se
projettent sur le striatum, tels que les neurones corticaux-striataux et les neurones nigro-

striataux. Il faudrait pour cela réaliser des injections de lentivirus codant la huntingtine
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mutée en plusieurs sites, tels que le cortex et la substance noire compacte. Il serait éga-
lement intéressant d’étudier les effets de ’halopéridol décanoate dans un modele de sou-
ris transgéniques comme par exemple les souris knock-in qui expriment la huntingtine mu-
tée avec 140 répétitions de glutamines et chez lesquelles les agrégats ne se forment que
dans les régions riches en récepteurs D2 (Menalled et al., 2003).

La perspective de bloquer ’activation des récepteurs D2 pour protéger les neurones
striataux de la toxicité de la huntingtine mutée n’était a priori pas garantie. En effet, en
plus des récepteurs situés sur les neurones striataux de projection, les récepteurs D2 sont
également présents sur les terminaisons cortico-striatales, au niveau desquelles ils sont
supposés diminuer la libération de glutamate (Bamford et al., 2004a; Bamford et al.,
2004b). Par conséquent, U'inhibition des récepteurs D2 par ’halopéridol aurait pu provo-
quer une perte de inhibition de la libération du glutamate, et ainsi une excitotoxicité
glutamatergique et donc une vulnérabilité accrue des neurones striataux. Or, dans notre
étude, ’halopéridol décanoate injecté a des rats controles n’ayant recu aucune injection
lentivirale (n’exprimant donc que la huntingtine endogene) n’entraine ni dysfonction ni
mort des neurones striataux. De plus, une étude récente a recherché les effets d’un trai-
tement de six mois de rats adultes avec de ’halopéridol décanoate (injection intra-
musculaire, 38 mg/Kg/mois) sur les taux de glutamate et d’autres métabolites (N-acétyl
aspartate, glutamine, choline, ...) dans différentes régions cérébrales (Bustillo et al.,
2005). Cette étude démontre que le traitement n’engendre aucune modification dans les
concentrations de glutamate et des autres métabolites, et ce, quelle que soit la structure
cérébrale analysée. Ainsi, la libération de glutamate reste inchangée dans le striatum
apres un traitement de longue durée avec [’halopéridol décanoate. L’équipe de Borrelli a
montré que la modulation de la libération de glutamate implique préférentiellement les
récepteurs D2S (petite isoforme du récepteur D2) (Centonze et al., 2004). Ainsi, le fait que
le traitement avec U’halopéridol décanoate ne modifie pas la libération de glutamate pour-
rait s’expliquer par un effet antagoniste préférentiel de [’halopéridol sur les récepteurs
D2L.

Traitement pré-symptomatique : est-ce possible ?

Actuellement, la plupart des malades MH recoivent un traitement symptomatique a
base de neuroleptiques, dont U’halopéridol, qui présentent des propriétés d’antagonistes
plus ou moins spécifiques des récepteurs D2, sans que ce traitement n’ait pu démontrer de
ralentissement de la progression de la maladie. Mais ce traitement n’est administré
qu’apres "apparition des symptomes, alors que la dégénérescence des neurones striataux

porteurs de récepteurs D2 commence avant ’apparition des symptomes, au grade qui a été
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qualifié de « grade 0 » sur ’échelle de Vonsattel (Vonsattel et al., 1985; Glass et al.,
2000). Nous proposons qu’un traitement avec un antagoniste trés spécifique des récepteurs
D2, tel que I’halopéridol, administré a un stade précoce de la maladie pourrait ralentir sa
progression. Dans l’étude que nous avons menée in vivo, nous avons débuté le traitement
avec ’halopéridol décanoate chez des rats qui ne présentaient aucun signe neuropatholo-
gique, c’est-a-dire avant U’apparition des agrégats et de la dysfonction neuronale. Est-il

possible de commencer un traitement a un stade si précoce chez les malades ?

4.1.  Suivi des personnes porteuses de la mutation MH

La MH est une maladie héréditaire, a transmission autosomique dominante. A
’exception des néo-mutations, les malades ont donc l’un de leurs parents qui était atteint
de MH. Il est alors possible de suivre assez précocement les personnes dites « a risque »,
qui ont un risque sur deux d’avoir hérité de la mutation pathogene. D’autre part, la MH est
une maladie monogénique pour laquelle il existe un test génétique qui permet de détecter
le nombre de répétitions CAG dans le gene IT15, et par conséquent, ce test génétique
permet d’affirmer si le patient est porteur ou non de la mutation.

Ainsi, il est tout a fait possible d’identifier les porteurs de la mutation MH avant

l’apparition des premiers symptomes.

4.2. Détermination du stade pré-symptomatique a partir duquel il faudrait agir

Le dysfonctionnement des neurones striataux porteurs de récepteurs D2 commence au
grade 0 de la MH, c’est-a-dire avant l’apparition des premiers signes cliniques de la mala-
die. La difficulté d’un traitement efficace ciblant les récepteurs D2 consiste a déterminer
le moment ou le traitement doit débuter.

Il existe une forte corrélation inverse entre le nombre de répétitions CAG dans le gene
IT15 et l’age d’apparition des symptomes (Kieburtz et al., 1994; Wexler et al., 2004).
Connaissant le nombre de répétitions CAG chez un individu porteur de la mutation, il est
donc possible de cibler une tranche d’age dans laquelle les symptomes cliniques ont la plus
grande probabilité de se déclarer. Une étude récente des volumes du striatum par IRM
chez des porteurs de la mutation MH non symptomatiques a montré que ’atrophie du stria-
tum commence de nombreuses années avant l’apparition des symptomes cliniques, en
moyenne 11 ans avant l’age d’apparition des symptomes prédit par le nombre de répéti-
tions CAG (Aylward et al., 2004).

De plus en plus d’études cliniques proposent des examens permettant de suivre
’évolution de la MH et de déterminer a quel stade, y compris pré-symptomatique, se

trouve un patient. Ces examens reposent souvent sur des techniques d’imagerie cérébrale,
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mesurant notamment ’activité métabolique du noyau caudé et du putamen et montrant
qu’une diminution du métabolisme du glucose est observée dans ces structures au stade
pré-symptomatique (Mazziotta et al., 1987; Grafton et al., 1990, 1992; Feigin et al.,
2001). Mais il a également été montré que ’hypométabolisme du glucose dans le striatum
est corrélé avec la perte de liaison du raclopride, et donc des récepteurs D2 (Antonini et
al., 1996). Par conséquent, la mesure du métabolisme du glucose dans le striatum pourrait
étre un marqueur trop tardif de dysfonction neuronale pour débuter un traitement avec un
antagoniste des récepteurs D2.

En revanche, une étude récente montre qu’il existe des marqueurs sanguins permet-
tant de suivre la progression de la MH et de discerner les stades pré-symptomatiques pré-
coces, pré-symptomatiques tardifs et symptomatiques (Borovecki et al., 2005). Ces mar-
queurs sont les ARNm de 12 génes, dont l’augmentation d’expression induite par la hun-
tingtine mutée est détectable par QRT-PCR dans les cellules sanguines. Ainsi, cette étude
tres prometteuse suggere qu’il est possible de suivre I’évolution de la MH chez un patient,
par une simple prise de sang, pouvant méme identifier la progression de la maladie aux

stades pré-symptomatiques.

4.3. Traitement a long terme avec I’halopéridol

Puisqu’il semble possible de déterminer a quel stade pré-symptomatique un traitement
avec un antagoniste des récepteurs D2 devrait étre entrepris pour ralentir la progression
de la maladie, cela suggere que le patient devra suivre ce traitement pendant de longues
années. Or les traitements neuroleptiques a long terme peuvent entrainer chez les mala-
des des effets secondaires tels qu’un syndrome extra-pyramidal. Pour éviter ces effets
secondaires, qui sont dus au blocage des récepteurs D2, il pourrait étre préférable de dé-
velopper des stratégies thérapeutiques ciblant les mécanismes moléculaires en aval des
récepteurs D2. D’aprés nos données préliminaires, l’inhibiteur pharmacologique de ROCK,
le Y-27632, apporte les mémes effets in vitro que l’antagoniste des récepteurs D2. Il pro-
tege en effet les neurones striataux en culture de la toxicité de la dopamine et de la hun-
tingtine mutée, et il prévient Ueffet potentialisateur de la dopamine sur la formation
d’agrégats. L’inhibition de ROCK par le Fasudil a été largement étudiée chez I’lhomme au
Japon pour le traitement de maladies cardiovasculaires. Toutes les données disponibles
indiquent que le Fasudil est bien toléré chez ’homme et n’entraine pas d’effet secondaire
important, ce qui indique que ROCK est une cible thérapeutique intéressante (Hirooka and
Shimokawa, 2005). Par contre, la pénétration dans le cerveau du Fasudil administré par

voie orale est tres faible, tout comme celle du Y-27632 (Mueller et al., 2005).
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En attendant de développer nos connaissances sur les mécanismes en aval des récep-
teurs D2 qui sont impliqués dans la vulnérabilité des neurones striataux a la huntingtine
mutée, il peut étre intéressant de proposer un traitement précoce avec de ’halopéridol
aux malades atteints de MH. En effet, il n’existe a ’heure actuelle aucun traitement sus-
ceptible de ralentir la progression de la maladie. De plus, malgré les effets secondaires
d’un traitement a long terme avec !’halopéridol, celui-ci est largement utilisé pour soigner
les malades atteints de schizophrénie par exemple. Nous proposons ainsi qu’un traitement

pré-symptomatique avec ’halopéridol pourrait étre un atout thérapeutique intéressant.
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La maladie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative héréditaire qui se
transmet selon un mode autosomique dominant. Elle concerne 6.000 malades en France, et
plus de 12.000 personnes qui sont porteuses de la mutation et qui sont provisoirement in-
demnes de signes cliniques. Les symptomes de cette maladie ne se déclarent le plus fré-
quemment qu’entre 35 et 42 ans. Il s’agit de troubles moteurs de types mouvements
anormaux (chorée), de déficits cognitifs et psychiatriques qui évoluent sans cesse au fil du
temps. Il n’existe pas de thérapie permettant de stopper ni méme de ralentir la progres-
sion de la MH, qui conduit alors inexorablement a la mort des malades apres 15 a 20 ans
d’évolution.

L’origine moléculaire de la MH est connue depuis plus de 10 ans. Il s’agit d’une expan-
sion de triplets CAG dans le gene IT15, qui se traduit en une répétition anormalement lon-
gue de glutamines dans la partie N-terminale de la protéine huntingtine. La fonction de la
huntingtine n’est toujours pas clairement définie, méme si les connaissances sur ce sujet
ne cessent de progresser. L’expansion de glutamines modifie la conformation de la hun-
tingtine et lui confere de nouvelles propriétés, dont celle de former des agrégats intra-
neuronaux. Cette mutation la rend également toxique pour une certaine catégorie de cel-
lules : les neurones GABAergiques du striatum (noyau caudé/putamen). Les processus pa-
thophysiologiques de la MH restent incompris, et parmi les questions les plus intéressantes
reste celle de la vulnérabilité spécifique des neurones striataux. En effet, pourquoi, alors
que la huntingtine mutée est exprimée dans toutes les cellules de ’organisme, les neuro-
nes GABAergiques du striatum sont-ils les plus vulnérables dans la MH ? Répondre a cette
question pourrait permettre de soigner plus efficacement les malades atteints de MH,
puisqu’a la fois U’évolution et la sévérité des symptomes sont directement corrélées au
niveau d’atrophie du noyau caudé (Aylward et al., 2000).

Plusieurs mécanismes sont susceptibles d’étre impliqués dans la vulnérabilité des neu-
rones striataux. D’une part, la huntingtine mutée diminue la libération de BDNF dans les
terminaisons cortico-striatales (Thompson, 2003; Gauthier et al., 2004). Recevant moins de
BDNF, les neurones striataux sont plus vulnérables aux stress cellulaires. D’autre part, les
neurones striataux recoivent d’importantes afférences glutamatergiques, qui pourraient
devenir excitotoxiques par un mécanisme qui n’a pas encore été clairement établi dans la
MH. Enfin, le striatum est la structure cérébrale qui recoit la plus grande innervation do-
paminergique et la dopamine peut, dans certaines conditions, se révéler toxiques pour les
neurones striataux. Nous avons ainsi choisi d’explorer le role que pouvait jouer la dopa-

mine dans la vulnérabilité des neurones striataux a la huntingtine mutée.
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Les travaux effectués au cours de ma thése nous ont permis de démontrer que la do-
pamine a un double role a jouer dans la vulnérabilité des neurones striataux dans la MH
(Charvin et al., 2005). D’une part, la dopamine produit des radicaux libres qui agissent en
synergie avec la huntingtine mutée pour activer la voie de signalisation intracellulaire
JNK/c-Jun. Ainsi, la dopamine renforce fortement, dans les neurones striataux,
’activation de cette voie pro-apoptotique qui peut étre faiblement activée par la hunting-
tine mutée seule (Garcia et al., 2004), dans toutes les cellules ou elle est exprimée.
D’autre part, en activant les récepteurs D2, la dopamine favorise la mort des neurones
striataux exprimant la huntingtine mutée, et favorise également la formation d’agrégats.
Ainsi, U’expression des récepteurs D2 peut constituer un facteur de vulnérabilité a la pré-
sence de la huntingtine mutée.

L’exploration de Uinfluence de la dopamine sur les neurones striataux exprimant la
huntingtine mutée et la dissection des voies moléculaires lui permettant d’assurer ses ef-
fets nous ont permis d’identifier plusieurs cibles thérapeutiques prometteuses pour la MH.
L’une de ces cibles est la production de radicaux libres par la dopamine, ou ’activation de
la voie JNK/c-Jun. En effet, le blocage de l’un ou l"autre de ces événements est neuropro-
tecteur pour les neurones striataux exprimant la huntingtine mutée et recevant de la do-
pamine, in vitro (Charvin et al., 2005). Le traitement avec un antioxydant, ’ascorbate,
s’est déja montré bénéfique sur les symptomes moteurs de souris transgéniques MH (les
souris R6/2) (Rebec et al., 2003). L’inhibition de la voie JNK/c-Jun est quant a elle une
stratégie thérapeutique de plus en plus étudiée pour soigner les maladies neurodégénéra-
tives, telles que la maladie de Parkinson. Etre capable de cibler la forme de JNK (JNK1,
JNK2 ou JNK3) qui est impliquée dans la mort des neurones striataux dans la MH permet-
trait de s’affranchir d’effets secondaires indésirables, liés aux fonctions physiologiques des
protéines JNK.

L’autre stratégie thérapeutique identifiée dans notre étude consiste a bloquer
’activation des récepteurs dopaminergiques de type D2 a un stade précoce de la maladie
(Charvin et al., soumis). Nous proposons pour cela d’administrer aux patients MH qui se
trouvent a un stade pré-symptomatique, un traitement avec le neuroleptique halopéridol,
qui est un antagoniste trés spécifique des récepteurs D2. Ce type de traitement est large-
ment utilisé dans le cadre de la schizophrénie, et pourrait permettre de ralentir la pro-
gression de la MH.

Enfin, pour contourner les effets secondaires qui sont liés au blocage des récepteurs
D2, nous proposons de poursuivre [’analyse des mécanismes moléculaires qui font le lien
entre la stimulation des récepteurs D2 et la mort des neurones striataux exprimant la hun-

tingtine mutée. Nous avons pour cela ouvert plusieurs pistes de recherche, telles que
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’analyse de l’état d’activation de la voie ERK dans des modeles MH, de Uimplication de

’endocytose des récepteurs D2, du role de la protéine ROCK et de la perturbation du cy-
tosquelette.
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Mutations of spastin are responsible for the most common autosomal dominant form of hereditary spastic
paraplegia (AD-HSP), a disease characterized by axonal degeneration of corticospinal tracts and posterior
columns. Generation of polyclonal antibodies specific to spastin has revealed two isoforms of 75 and 80 kDa
in both human and mouse tissues with a tissue-specific variability of the isoform ratio. Spastin is an
abundant protein in neural tissues and immunolabeling experiments have shown that spastin is expressed in
neurons but not in glial cells. These data indicate that axonal degeneration linked to spastin mutations is
caused by a primary defect of neurons. Protein and transcript analyses of patients carrying either nonsense
or frameshift spastin mutations revealed neither truncated protein nor mutated transcripts, providing
evidence that these mutations are responsible for a loss of spastin function. Identifying agents able to induce
the expression of the non-mutated spastin allele should represent an attractive therapeutic strategy in this

disease.

INTRODUCTION

Hereditary spastic paraplegia (HSP) is a group of clinically and
genetically heterogeneous neurodegenerative disorders char-
acterized by axonal degeneration of corticospinal tracts and
posterior columns. HSP is inherited as an autosomal dominant
(AD-HSP), autosomal recessive (AR-HSP) or X-linked reces-
sive disorder (X-HSP). Six genes responsible for HSP have
been identified so far. Mutations of the PLP or L1-CAM genes,
encoding the myelin proteolipid protein or the neural cell
adhesion molecule, respectively, are responsible for either pure
or complicated X-HSP (1-3). Mutations of paraplegin, a
mitochondrial member of the AAA family (for ATPases
associated with various cellular activities) were found to be
associated with AR-HSP linked to chromosome 16q24.3 (4). In
AD-HSP forms, three genes have been identified. The most
prevalent form of AD-HSP (40%) is linked to the SPG4 locus
on chromosome 2p21 which encodes a novel protein named
spastin (5—10). More recently, two other genes responsible for
AD-HSP have been identified on chromosome 14ql1 (SPG3)
or 2q24 (SPG13), encoding a novel protein containing a
conserved GTPase domain or the mitochondrial chaperonin

Hsp60, respectively (11,12). The identification of six different
genes responsible for HSP highlighted the diversity of
molecular defects leading to axonal degeneration of cortico-
spinal tracts.

It has been shown that the spastin gene is ubiquitously
expressed and encodes a protein of 616 amino acids with tight
homology of the carboxy terminus (residues 342-599) to
members of the AAA protein family (5). In addition, a putative
nuclear localization signal (RGKKK) was detected at positions
7—11 of the human amino acid sequence (5). We report here the
production of polyclonal antibodies specific to spastin and show
that spastin is a protein that is highly expressed in neuronal
tissues both in human and mouse. These data suggest a
determining role of spastin in neuronal network or neurons
which may account for the neurodegenerative process found in
HSP. In addition, immunolabeling experiments on neuronal
tissues have shown that spastin is a nuclear protein with an
expression pattern restricted to neurons, providing strong
evidence that axonal degeneration of corticospinal tracts is
caused by a primary defect of spastin in neurons but not glial
cells. Finally, immunoblot analysis of spastin in lymphoblastoid
cell lines of HSP patients carrying either nonsense or frameshift
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mutations of spastin gene, the most frequent mutations found in
HSP patients, did not reveal truncated protein, which strongly
supports the view that loss of spastin function is the pathogenic
mechanism underlying this form of HSP.

RESULTS

Generation of polyclonal antibodies specific to spastin

Peptides 176 and 177 were chosen in regions of the human
amino acid sequence located outside the AAA cassette and
showing no homology with other members of the AAA protein
family. Peptides 176 (residues 129-143) and 177 (residues
204-218) are encoded by nucleotide sequences overlapping
exons 1-2 and 4, respectively. The peptides were synthesized,
coupled with KLH and injected into rabbits. The best immune
response was obtained with antiserum 7627 (corresponding to
peptide 176) and 7730 (corresponding to peptide 177) as
monitored by an ELISA (data not shown). Antisera were
purified by immunoaffinity beads bearing the corresponding
peptides. A fragment of murine spastin cDNA encoding the
amino acid sequence from residues 118-286 was amplified
from reverse-transcribed total RNA of mouse brain and cloned
into the expression plasmid, pGEX-KG. Sequence analysis of
cloned cDNA showed a nucleotide sequence identical to mouse
spastin ¢cDNA (data not shown). After transformation into
DH5a E.coli strain, expression of a protein of the expected size
was induced (data not shown). Both antisera were shown to
recognize the recombinant murine spastin protein on western
blot while pre-immune sera did not cross-react with the
recombinant spastin protein nor bacterial proteins (Fig. 1).

Spastin is a nuclear protein highly expressed
in neural tissues

To determine the expression and subcellular localization of
spastin, immunoblot and immunolabeling experiments were
performed on human cell lines or tissues and mouse tissues.
Western blot analysis of proteins extracted from lymphoblas-
toid cell lines of human healthy subjects revealed two bands of
75 and 80kDa, and of 80kDa only by using the polyclonal
antibodies 7627 and 7730, respectively (Fig. 1). No band of
similar size was detected using corresponding pre-immune sera
(Fig. 1). To determine the expression pattern of spastin,
immunoblot analysis of proteins extracted from various mouse
tissues was performed. By using the 7627 antiserum, bands
identical in size to those detected in human lymphoblastoid cell
lines were observed with marked variability of the isoform ratio
80:75kDa among the mouse tissues examined (Fig. 2). No
cross-reacting proteins were detected with pre-immune serum
(Fig. 2). The antiserum 7730 does not cross-react with mouse
endogenous spastin (data not shown). Interestingly, the highest
level of spastin expression was observed in the brain while low
amount was noticed in other tissues including kidney, lung,
spleen, heart and skeletal muscle, as determined by comparison
of spastin with actin expression. In addition, studying various
regions of the human brain revealed high expression of spastin
in the cortex and striatum, while no expression was detectable
in the cerebellum (Fig. 2). Although spastin is ubiquitously

expressed, high expression in defined areas of the brain
suggests an important role of spastin in these neuronal
structures. These results may account for the neurodegenerative
process found in HSP disease linked to spastin mutations.

Recent data have shown the presence of alternative splicing
events of spastin transcripts including or excluding exon 4, 8 or
15 in lymphoblastoid cell lines (8). To determine whether the
protein isoforms of 75 and 80 kDa might result from alternative
splicing events, RT-PCR amplification analysis of spastin
transcripts was performed. The main RNA product consisted of
full-length transcript whereas a minor product arising from
alternative splicing of exon 4 was observed in lymphoblastoid
cell line as previously described (Fig. 2). In mouse tissues,
amplification of exons 3-16 revealed two PCR products,
corresponding to full-length and truncated transcripts lacking
exon 4, as determined by direct sequence analysis of PCR
amplification products (Fig. 2 and data not shown). Marked
tissue-specific variability of the ratio of full length to truncated
transcripts was observed in mouse tissues (Fig. 2). These data
indicate that spastin transcripts undergo alternative splicing of
exon 4 which is conserved through species and appears to be
tightly regulated in tissues. This post-transcriptional event
might lead to the generation of protein isoforms. However, the
resolution of western blot gel did not allow to determine
whether the two bands detected by 7627 antiserum
corresponded to alternatively spliced products or to additional
post-translational modifications. Nevertheless, comparison of
spastin transcript with protein profiles failed to reveal a direct
correlation of the amount of the full-length versus truncated
spastin transcripts with protein isoforms in either mouse tissues
or human lymphoblastoid cell lines (Fig. 2). These data suggest
that, in addition to or as a consequence of alternative splicing
of spastin exon 4, post-translational modifications of spastin
occur in a tissue-specific regulated manner. Consistently,
protein isoforms of 75 and 80kDa migrate more slowly
than expected from the predicted size of spastin (67kDa)
on SDS-PAGE and several putative phosphorylation or
glycosylation sites have been predicted along the spastin amino
acid sequence, including the region encoded by exon 4 through
Prosite  database  analysis  (http:/hits.isb-sib.ch/cgi-bin/
PFSCAN). Further investigations are required to elucidate the
link between the alternative splicing event of exon 4 and
putative post-translational modifications of spastin.

To determine the subcellular localization of spastin, immuno-
labeling experiments were performed by using 7627 polyclonal
antibodies or pre-immune serum on mouse tissues including
spinal cord, liver and kidney or HeLa cell line. On HeLa cell
line, 7627 antiserum revealed a nuclear staining outside the
nucleolus and failed to detect cytoplasmic labeling (Fig. 3).
Double labeling with DAPI and 7627 antiserum confirmed the
nuclear localization of spastin. On transverse frozen sections of
mouse spinal cord, 7627 antiserum revealed a strong nuclear
labeling of spinal cord cells with large nuclei (Fig. 3). To
identify cells expressing spastin, double labeling experiment of
spastin and choline acetyl transferase, an enzyme specific to
motor neurons, was performed. Spastin was expressed in motor
neurons of the anterior horns but not in the neighboring cells
(Fig. 3). Furthermore, the double-labeling experiment of
spastin and the astrocytic marker glial fibrillary acidic protein
(GFAP) showed that spastin was not expressed in nuclei of
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Figure 1. Detection of recombinant and endogenous spastin protein using 7627 and 7730 antisera. (A) Fusion GST-spastin protein (residues 118-286, c1) or GST
expression alone was induced in E.coli with IPTG. Immunoblot analysis of proteins extracted from non-induced (—) or induced (+) transformed bacteria. 7627 and
7730 antisera reveal a protein of 47 kDa corresponding to the recombinant GST-spastin protein (c1) but not GST alone (pGEX, upper panel). The smaller band seen
in lane 4 probably corresponds to shorter translational product. Pre-immune sera did not cross-react with the recombinant spastin protein nor bacterial proteins
(lower panel). (B) Western blot analysis of proteins extracted from lymphoblastoid cell line of healthy human subject. 7627 antiserum reveals two bands of 75
and 80kDa (lane 1, arrowheads) while 7730 antiserum reveals the band of 80kDa only (lane 2). A non-specific band of smaller size was detected using either

7730 immune or pre-immune sera (lanes 2 and 4, NS).

astrocytes (Fig. 3). These data indicate that, in neural tissues,
spastin expression was specific to neurons. Nuclear localization
of spastin was further confirmed by immunofluorescence
studies of other tissues including liver and kidney (data not
shown, available on request). Pre-immune serum did not detect
nuclear or cytoplasmic labeling in either mouse or human cells
suggesting that nuclear labeling was specific to spastin protein
(Fig. 3). The nuclear localization of spastin in both human and
mouse is consistent with the presence of a putative nuclear
localization signal in the N-terminal region of human spastin
amino acid sequence. Importantly, the expression of spastin
restricted to neurons strongly supports the view that HSP linked
to spastin mutations is caused by a primary defect of neurons
but not secondary to glial cell defect.

Evidence for a loss of function of mutated spastin allele

The generation of polyclonal antibodies against spastin led us
to investigate protein expression in lymphoblastoid cell lines
from patients carrying nonsense (Q193Stop and Q229Stop),
frameshift (1634del22) or missense mutations (C448Y) as
previously described (6). The nonsense mutations at position
702 or 873 result in premature stop codon which leads to loss
of 423 and 387 amino acids, respectively. The frameshift
mutation at position 1634 leads to an expected shorter protein
of 490 amino acids. Immunoblot analysis did not reveal

truncated spastin protein corresponding to the mutated allele by
using 7627 antiserum that recognizes a peptide encoded by
sequence overlapping exons 1 and 2, thereby located upstream
from the mutations (Fig. 4). These data indicate that nonsense
or frameshift mutations result in the absence of mutated spastin
protein. In addition, reduced amount of spastin was observed in
patients carrying nonsense mutations but not in the one
carrying missense mutation when compared with control
subjects and actin expression. To determine whether the
absence of truncated spastin protein was caused by instability
of mutated transcripts, semi-quantitative RT-PCR amplifica-
tion analysis of spastin RNA was performed. Reduced amount
of spastin transcript was observed in patients carrying nonsense
or frameshift mutations when compared to control individuals
and actin transcripts (Fig. 4). In addition, sequence analysis of
transcripts from these patients revealed wild-type transcript
only, while both mutated and wild-type alleles were identified
by sequence analysis of spastin gene in patients (data not
shown). These data demonstrate that nonsense or frameshift
mutations of spastin gene results in instability of mutated
transcripts, leading to reduced amount of spastin protein.

DISCUSSION

Using peptides deduced from the human spastin amino acid
sequence, rabbit polyclonal antibodies were produced and two
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Figure 2. Analysis of spastin protein and transcripts of mouse and human tissues. (A) In mouse tissues, immunoblot analysis of spastin reveals two bands identical
in size to those detected in human cell lines by using the 7627 antiserum. The ratio between the two isoforms is highly variable among the mouse tissues analyzed.
Pre-immune serum did not cross-react with mouse proteins (PI). Note the high expression of spastin in brain when compared with other tissues. (B) Immunoblot
analysis of spastin in various areas of human brain. Note the expression of spastin in cortex and striatum but not in cerebellum. Actin was used as internal control of
loading in A and B. (C) Alternative splicing of spastin exon 4 in human cell line and mouse tissues. RT-PCR amplification of murine spastin transcripts from exons
3—16 reveals transcripts retaining (1180 bp) or lacking (1080 bp) exon 4. The ratio between full-length and truncated forms is variable among the tissues examined
(upper panel). RT-PCR amplification of human spastin transcript was performed from exons 3—7 and shows that full-length transcript (500 bp) is more abundant
than transcript lacking exon 4 (400 bp) in human lymphoblastoid cell line (lower panel).

antisera (7627 and 7730) recognize the recombinant spastin
protein expressed in E.coli. Immunoblots of proteins extracted
from various tissues or cell lines of either human or mouse
revealed two bands of 75 and 80kDa by using the 7627
antiserum, while no band of similar size was detectable using
the corresponding pre-immune serum. In human, anti-serum
7730 directed against another spastin epitope recognizes the
same 80 kDa band as the one detected by 7627, which further
supports the specificity of our polyclonal antibodies.
Interestingly, the peptide detected by 7730 anti-serum is
encoded by exon 4, while the one detected by 7627 anti-serum
is encoded by exons 1-2, suggesting that 7730 antiserum
is isoform-specific. Consistently, RT-PCR amplification ana-
lysis of spastin transcripts from either human or mouse tissues
has revealed an alternative splicing of spastin exon 4. These
data suggest that 7730 antiserum is specific to full-length
isoform while 7627 is able to detect both full-length and
truncated isoforms lacking sequence encoded by exon 4. In
addition, several consensus sites for glycosylation or phos-
phorylation were found along the spastin amino acid sequence,
including the region encoded by exon 4, which may lead to
tissue-specific variability of spastin isoform ratio.

Spastin is an abundant protein in neuronal tissues and
immunofluorescence microscopy analysis revealed an expres-
sion in neurons but not in glial cells. These data suggest a

determining role of spastin in neuronal network, which is
consistent with the neurodegenerative process found in HSP
disease linked to spastin mutations. Moreover, these results
provide evidence that axonal degeneration of corticospinal
tracts is caused by a primary defect of neurons. Mutations of
genes encoding proteins with various functions are responsible
for HSP. Interestingly, mutations of the PLP gene which
encodes the myelin proteolipid protein, a protein specific to
oligodendrocyte, is responsible for either pure or complicated
spastic paraplegia (1), while our data have shown that spastin
expression is restricted to neurons. These data reveal that
defects arising from glial cells or neurons might result in axonal
degenerative process, leading to a similar clinical phenotype.
Immunolabeling experiments have shown that spastin protein
is localized in the nucleus outside the nucleolus both in HeLa
cells or mouse tissues including spinal cord, liver and kidney.
No cross-reacting protein was detected using the pre-immune
serum, suggesting that the nuclear signal was specific to
spastin. We did not observe cytoplasmic staining in all tissues
examined. Recent data have shown that various cell lines,
including HeLa cells, transiently transfected with epitope-
tagged spastin constructs revealed a protein similar in size to
that detected with our polyclonal antibodies but localized in
perinuclear (cytoplasmic) compartment when detected with
anti-tag antibodies (13). The lack of immunohistochemical
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Figure 3. Nuclear localization of endogenous spastin in HeLa cells (A-D) and mouse motor neurons (E—P). Double labeling of spastin and nuclei was performed
by using immune serum (7627, A, E, K, M) and DAPI (B, F, J, N) in HeLa cells and transverse sections of spinal cord. In HeLa cells (A—D), spastin is localized in
nuclei (arrowhead) outside the nucleolus (arrow). In spinal cord (E-H), note that spastin is expressed in cells with large nuclei. The asterisk points to spastin-nega-
tive cell (G). Triple labeling experiment of ChAT (I), spastin (K) and nuclei (J) on transverse section of spinal cord revealed a high expression of spastin in motor
neuron nuclei (arrow). Superimposed view of DAPI, ChAT and spastin labeling (L). Triple labeling experiment of spastin (M), nuclei (N) and GFAP (O) on trans-
verse section of spinal cord revealed a nuclear localization of spastin in neurons (arrow head) but not in astrocytes (arrow). Superimposed view of DAPI, GFAP and
spastin labeling (P). No cross-reacting protein was observed by using the pre-immune serum in HeLa (D) and spinal cord (H). Scale bar: 20 um (A-L) and 40 pm

(M-P).

signal using the 7730 antiserum, which detects the full-length
form only, did not allow determination of whether the nuclear
signal detected by 7627 antiserum comes from the full-length
or truncated forms or both. We cannot indeed exclude the
hypothesis that spastin isoforms have distinct subcellular
distribution and that our set of experiments revealed the
nuclear localization one. Alternatively, the discrepancy in
subcellular distribution of spastin could come from experi-
mental approaches used by Errico ef al. (13) and ourselves. Tag
fused to spastin could have an effect on post-translational
modifications and thereby nuclear import of spastin. In
addition, overexpression of spastin in cultured cells might
result in sublocalization of spastin different from that
observed in vivo on several mouse tissues. Generation of other

isoform-specific spastin antibodies should allow clarification of
this question.

Mutation analysis of HSP patients linked to the SPG4 locus
has previously shown various DNA alterations of the spastin
gene including missense (25%), nonsense (16%), frameshift
(39%) or splice site mutations (20%) (6). Nonsense, frameshift
or splice site mutations have suggested a haploinsufficiency
mechanism responsible for AD-HSP linked to the SPG4 locus.
Protein analysis of lymphoblastoid cell lines of HSP patients
carrying either nonsense or frameshift spastin mutations did not
reveal truncated protein. In addition, spastin transcript analysis
has provided strong evidence that mutated transcripts are
unstable in vivo, resulting in the absence or marked reduction
of mutated spastin protein. Our results strongly suggest that a
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Figure 4. Immunoblot and RT-PCR analyses of spastin in lymphoblastoid cells of controls and HSP patients. (A) The antiserum 7627 did not reveal truncated
protein of spastin in patients carrying either nonsense (P1 and P2) or frameshift mutations (P3) when compared with healthy subjects (C1 and C2) and actin expres-
sion. Note the reduced amount of spastin in P1 and P2 patients when compared with control subjects. No reduction of spastin expression was observed in P4 patient
carrying missense mutation. A total of 30 ug of protein extracts were loaded in patients and controls. In controls, 15 pg of proteins were also loaded (indicated by
1/2 C1). (B) RT-PCR analysis of RNA extracted from lymphoblastoid cell lines of P1-P3 patients revealed a marked reduction of spastin transcripts in patients

when compared with controls (C1, C2) and actin transcripts.

dosage effect of spastin is the molecular mechanism underlying
AD-HSP. However, in a patient carrying a missense mutation
into the AAA domain (C448Y), no protein dosage effect was
observed as expected. This mutation could impair the spastin
function through either a dominant negative effect on the
wild-type spastin as suggested by Errico ef al. (13) or by a loss
of function of the mutated protein. Knocking out the murine
spastin ortholog or generating transgenic mice overexpressing
missense mutations should allow this question to be addressed
and should contribute to elucidate the function of spastin.

Taken together, our results indicate that AD-HSP linked to
spastin mutations leading to premature stop codon, the most
frequent mutations found in patients (55%), are responsible for
a loss of spastin function. Characterizing the transcription
factors involved in the regulation of spastin gene expression
may lead to the identification of candidate molecules able to
induce the expression of the non-mutated spastin allele, the
other one being unstable. This approach should represent an
attractive therapeutic strategy in this form of HSP.

MATERIAL AND METHODS

Patients

A total of four patients with AD-HSP were included in this
study. These patients harbor SPG4 mutations as previously
reported (6). Patients P1 and P2 carry nonsense mutations in
exons 5 or 3 leading to K229Stop and Q193Stop, respectively.
Patient P3 carries a deletion of 22 nucleotides in exon 13

resulting in frameshift mutation and P4 a missense mutation
(C448Y). Lymphoblastoid cells from affected or control
individuals were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (GIBCO, BRL) supplemented with 10% fetal bovine
serum (GIBCO-BRL). DNA was extracted in lysis buffer
(10mM Tris—HCI pH 8, 10mM EDTA, 0.5% SDS, 10 mM
NacCl, 200 pg/ml proteinase K) overnight at 55°C followed by
phenol extraction, ethanol precipitation and resuspension in TE
buffer. In order to confirm the mutations in AD-HSP patients,
PCR amplification of genomic DNA was performed and PCR
products were directly sequenced. Primers were chosen in
intronic sequences flanking exons 3, 5 and 13 (Table 1).

Generation of antibodies

Rabbit spastin-specific antibodies were generated against two
synthetic peptides chosen in the N-terminal region of human
spastin sequence; peptide 176 (residues 129-143, cys-
TALRIDEDEKAGQKE) and peptide 177 (residues 204-218,
FSKSQTDVYNDSTNL-cys), were injected into rabbits and
antisera were collected and purified on affinity column
(Eurogentec, Belgium). Lyophilized antibodies were then resus-
pended in steriled water to a final concentration of 5mg/ml.
In order to evaluate specificity of polyclonal antibodies,
recombinant spastin protein was produced in E.coli. Spastin
cDNA cloning was performed from RNA extraction of mouse
brain tissue then RT-PCR amplification of RNA using primers
5'Spast and rec1AS (Table 1). Spastin cDNA fragment from
exons 1-5 was cloned into pGEX-KG plasmid at the EcoRI
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Table 1. Primers used for PCR amplification of human or mouse spastin cDNA or gene

Spastin Amplified segment Name of primers Primer sequence

Human cDNA Exons 3-5 lymphS 5'-TGACTAATT TGGTTATGG CCAAG-3’
(320bp) ex5hAS 5'-GAGCAGGAC CAGATCCCTG-3'
Exons 12-16 Ex12S 5'-GACAGAGTA CTTGTAATGGG-3’
(290 bp) lymphAS 5'-GGCAGACAT ATTCTTCAC CTG-3'

Human gene Exon 3 and flanking sequences In2hS 5-GACTGTGAC TCCCCATGA AAGTAG-3’
(310bp) In3hAS 5'-GTGACAGAG CAAGCGTCC ATCTC-3’
Exon 5 and flanking sequences In4hS 5'-GAAGATCCT GGTACATG TTCTC-3’
(420 bp) InShAS 5'-CAACTTAAG CAGGAATAG TATC-3’
Exon 13 and flanking sequences In12hS 5'-CTACCAAAA TGCATTCCA GTGCC-3'
(380bp) In13hAS 5'-GTACAAGTC TTTGTGTGG ACATAC-3'

Mouse cDNA Exons 1-5 5'spast 5'-GTCTTCCACA AGCAGGCCTTCGAG-3'
(510bp) reclAS 5'-GCTGCAGGAC CAGGTCCCGGTC-3’
Exons 3-16 lymphS 5'"“TGACTAATT TGGTTATGG CCAAG-3’
(1180bp) lymphAS 5'-GGCAGACAT ATTCTTCAC CTG-3

site. Recombinant spastin protein expression was induced as
glutathione S-transferase fusion protein in E.coli after IPTG
incubation at 37°C for 1 h. After centrifugation, bacteria pellets
were lysed in Laemmli buffer. Lysates from induced or non-
induced bacteria transformed with either recombinant or non-
recombinant pGEX-KG plasmids were loaded on SDS—PAGE
to visualize recombinant protein expression.

RNA analysis and ¢cDNA synthesis

RNA from lymphoblastoid cells or from mouse tissues was
extracted using Trizol procedure (Life Technologies, Karlsruhe,
Germany). cDNA synthesis was performed by incubating 1 pug
RNA with either 100 pmol oligodT primer, spastin primer
(ex5hAS) or f-actin primer (B-AHU2, 5'-GGAAGAGTG
CCTCAGGGC AGCG-3) and 200 U of Superscript II
(Invitrogen) according to standard procedures. To detect
alternative splicing events of spastin transcripts, RT-PCR
amplification was performed from RNA extracted from mouse
tissues or lymphoblastoid cells. Primers lymphS and lymphAS
were used to amplify mouse spastin transcripts from exons
3-16 (Table 1). Primers lymphS and ex5hAS were used to
amplify human spastin transcripts from exons 3—5 (Table 1).
Human B-actin transcripts were amplified by using primers
B-AHU1 (5-CCAACCGCG AGAAGATGA CCCAG-3') and
B-AHU2 (5-GGAAGAGTG CCTCAGGGC AGCG-3').
Detection of mutated transcripts in patients was carried out
by RT-PCR amplification of RNA extracted from lympho-
blastoid cells and PCR products were directly sequenced.
Primers Ex5hAS and lymphS were used to amplify human
cDNA from exons 3—-5 (Table 1). Primers Ex12S and lymphAS
were used to amplify exons 12-16 (Table 1).

Protein analysis

Immunoblots were performed from total protein extracts of
mouse tissues or lymphoblastoid cells. Human brain tissues
were provided by the Harvard Brain Tissue Resource Center
(HBTC). Protein extracts were prepared by using either buffer 1
(25 mM sodium phosphate pH 7.2, 5mM EDTA, SDS 1%) or
buffer 2 (12mM Tris—HCI pH 6.8, 9% SDS, 4% glycerol,
0.25% PB-mercaptoethanol) supplemented with cocktail of

protease inhibitors (Sigma) and 1mM PMSF. A total of
40 ng of total protein extracts were electrophoresed on
SDS-PAGE (12% w/v) and then transferred to nitrocellulose
membranes. Immunoblotting was performed after overnight
incubation at 4°C with 7627, 7730 rabbit pre-immune (dilution
1:200) or immune sera (1:200), or actin mouse monoclonal
antibody (1:10 000, Amersham) diluted in PBS-T buffer (PBS,
0.05% Tween 20). After washing in PBS-T buffer, membranes
were subsequently incubated for 45 min at room temperature
with peroxidase-labeled anti-rabbit or anti-mouse antibodies.
Immunostained proteins were visualized using enhanced
chemiluminescence  detection  system  (Santa  Cruz
Biotechnology). Immunoblotting experiments of proteins
extracted with either buffers 1 or 2 resulted in identical results.

Immunofluorescence experiments

Immunofluorescent analyses were performed either on trans-
verse sections of mouse spinal cord, liver and kidney or on HeLa
cells. Transverse frozen sections of tissues (10 um) prepared
from wild-type mice were fixed in 1% paraformaldehyde in PBS
for 15 min. Fixed tissues were then permeabilized with 0.1 M
glycine in PBS for 10 min, and blocked in 3% goat serum with
PBS-Tr buffer (PBS, 0.03% Triton X-100) for 30 min. Sections
were incubated with 7627 antibody (1:50) diluted in 1% goat
serum in PBS-Tr buffer for 1 h at room temperature. After
washing with 0.1% Tween 20 in PBS, sections were incubated
with rhodamine (TRITC)-conjugated anti-rabbit IgG (H + L,
1:300, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
USA) for 1h at room temperature. The double labeling
experiment of spastin and GFAP was performed by using 7627
antiserum and monoclonal GFAP antibody (1:1000, Sigma,
St Louis, MO, USA) and was revealed with a TRITC-conjugated
anti-rabbit IgG and fluorescein (FITC)-conjugated anti-mouse
(1:300 Jackson Immunoresearch Laboratories), respectively.
For double labeling experiments of spastin and choline acetyl
transferase (ChAT), spinal cord sections were fixed in 0.5%
paraformaldehyde in PBS (Smin) and incubated with an
anti-ChAT goat antibody as previously described (Chemicon
Inc., CA, USA) (14). This antibody was revealed with an
CY3-conjugated anti-goat (1:300, Jackson Immunoresearch
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Laboratories). Sections were then incubated with spastin
antiserum revealed with an FITC-conjugated anti-rabbit
(1:300 Jackson Immunoresearch Laboratories). For immuno-
cytological analysis, HeLa cells were grown on glass coverslips
in DMEM supplemented with 10% FBS and fixed in cold
methanol for 1 min. Fixed cells were blocked in 3% goat serum
in PBS for 30 min. After blocking, cells were incubated with
7627 antibody (1:200) for 1h and TRITC-conjugated anti-
rabbit IgG (H + L, 1:500) for 1 h. Samples were then mounted
with Vectashield mounting medium with or without DAPI
(Vector Laboratories) and observed under Zeiss Axiophot
fluorescence microscope.
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I ntroduction

Lamaadie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative caractérisée par |’ apparition progressive de
mouvements involontaires de type choréique, des troubles de I'équilibre et des désordres psychiatriques qui
apparaissent progressivement’. Cette maadie héréditaire dominante autosomale est due a la présence anormale de
répétitions CAG au niveau de I'exon 1 du gene codant pour la Huntingting, mutation qui donne lieue & une protéine
possédant des répétitions anormales de polyglutamine dans la région N-terminae de la protéine huntingtin (Htt)?.
Cette mutation confére de nouvelles propriétés a la protéine qui devient dééeére dans les neurones. Aing, le clivage
de la polyQ-Htt par des caspases donne naissance a des fragments toxiques N-terminaux qui S accumulent et
forment des aggrégats intraneuronaux, insolubles qui S accumulent dans les neurites, le cytoplasme, puis le noyau des
odlules™®. De nombreuses données sont en faveur d’un role déétére de ces aggrégats, a la fois dans les neurites,
dans lexquds ils interféerent avec le transport neuritique, et dans le noyau ou ils bloguent des événements
transcriptionnels importants pour la régulation de génes anti- apoptotiques®™.

Une observation clinique importante est que seuls les neurones épineux de type GABAergiques du noyau
caude (autrement appelé striatum) dégénerent dans la MH, tout au moins aux stades précoces. Ains bien que la
polyQ-Htt soit exprimée de fagon ubiquitaire dans le cerveau, une vulnérabilité particuliere des neurones sriataux
rend compte de la pathophysiologie de la maadie, puisque I’ évolution et la Sévérité des symptdmes sont directement
corrdées & I’ atrophie du noyau caudé™. Cette région est la région céréorale qui recoit le plus de dopamine (DA) et
de nombreuses données de la littérature sont en faveur d’ un réle neurotoxique de la DA, a forte concentration, sur
des cdlules in vitro ou in viva De plus, la MH progresse pardldement a un gradient dorso-ventrd de
dégénérescence driatale, correspondant au gradient de concentration de DA™, L’ ensemble de ces données suggére
gue la DA pourrat aggraver la toxicité liée a la présence de huntingtine mutée (polyQ-Htt) dans les neurones
striataux, une hyptothese que nous avons explorée.
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1) Modéeutilisé:

Nous avons utilisé un systéme in vitro de cultures primaires de neurones driataux de souris, dans lesquels
nous avons surexprime soit I’exon 1 de la Htt normae, soit I'exon 1 de la Hit mutée d' origine humaine (Figure 1). Ce
systéme a été optimise de fagon a reproduire plusieurs caractéristiques importantes de laMH : 1) mort des neurones
drigtaux induite par la présence de polyQ-Htt; 2) activation par la polyQ-Htt d'une voie de sgndisation
intracellulaire pro-apoptotique : la wie des cdun-Ntermind kinase (INK) ; 3) formation d’ aggrégats par la polyQ-
Hitt. Des cinétiques ont été réalistes de fagon a observer ces différents événements de fagon séquentielle.

. N\

25 Q
N:ﬁ exon 1 GFPIN C

Huntingtine normale

A /

ﬂ)s Q agrégats... \
N“ exon 1 -i € _neuritiques... ..somatiques...

Huntingtine mutée

..hucléaires

2 ~/

Figure 1. Modele in vitro utilisé pour |’analyse des mécanismes intracellulaires responsables de la
mort des neurones striataux dans la MH. Des neurones striataux embryonnaires (E14) de souris ont &é mis
en culture pendant 7 jours. Ils ont é&é dors transfectés a I'aide d’ ADN complémentaires correspondant a
I'exon 1 de la huntingtine normale (panneau du haut) ou mutée (panneau du bas). Les protéines traduites
fluorescentes sont visualisées en vert, car eles expriment la GFP (green fluorescent protein) en fusion avec
les fragments de Htt. Ce marquage nous permet de suivre, au cours du temps, laformation d’ aggrégats par la
huntingtine mutée : dans les neurites, le soma, et finalement dans le noyau. Des contre-colorations ont été
réalisées de fagon a visualiser le noyau (marquage au « Hoechst » en bleu) et les neurites (marquage
immunocytologique de la protéine MAP2 en rouge) qui nous permettent de voir I'intégrité de lacelule.
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2) la DA 100uM potentialise la mort des neurones striataux induite par |’ expression de polyQ-Htt

A partir de ce modéle in vitro nous avons pu éablir que la surexpresson de polyQ-Htt produisait une
dégénérescence des neurones transfectés, caractérisee sur des criteres morphologiques, telle la fragmentation de
I’ADN (marquage par I'intercaant de I’ADN : le Hoechst) ou la réraction neuritique (voir figure 2). Cette
dégénérescence est spécifique de laforme polyQ de la Htt, puisqu’ élle n’est pas observée gprés surexpression de sa
forme normae. Elle est progressive, atteint 40% des neurones exprimant la polyQ-Htt apres 24 heures, et pres de
65% apres 48 heures.

GFP Htt Ex1-103Q MAP -2 Hoechst Fusion

Figure 2: Mort des neurones striataux surexprimant la polyQ-Htt (Htt Ex1-103Q). L’ expression de la
polyQ-Htt est visualisée, 48H heures aprés la transfection, par le marquage GFP (en vert). Notez que la
protéine est exprimée sous forme d' agrégats nucléaires. Le neurone ainsi transfecté ne présente pas de
marguage MAP2 (en rouge) signe d'une rétraction neuritique. L’ ADN de ce méme neurone est fragmenté
(marquage Hoechst en bleu).

Dans un deuxieme temps, nous avons déterminé les effets dose réponse de la DA appliquée seule sur les
neurones sriataux. Nous avons aing pu déterminer que la DA appliquée a la dose de 500 uM produisait une mort
rapide des neurones, avec 70% des cdllules présentant des caractéristiques apoptotiques (marquage Tund positif)
des 8 heures gpres |" gpplication de DA, et 90% aprés 12 heures. En revanche, la mort des neurones est beaucoup
plus restreinte lorsque la DA est gppliquée a des doses plus faibles, en I’ occurrence 100 uM. A cette dose, seuls
10% des neurones driataux sont Tunel postifs gopres 8 heures de traitement, et 20% aprés 12heures. Nous avons
donc chois d'appliquer de la DA 100 uM sur des neurones au prédable transfectés avec la polyQ-Htt ou la Hit
normae.

Nos résultats mettent en évidence un effet potentialisateur de la DA 100uM, puisque seuls 20% des
neurones exprimant la polyQ-Htt survivent apres 24 heures, contre 50% en absence de DA.

3) La DA 100uM potentie |’ activation de la voie INK/c-Jun induite par la polyQ-Htt

Lavoie des cJun-N-termind Kinase (INK) est une voie de sgndisation intracellulaire importante dans lamise
en place d'un programme pro-gpoptotique. Son réle dans la mort neuronale a €é mis en évidence dans pluseurs
moddles de maadies neurodégénératives, incluant les maadies de Parkinson et o Alzhaémer'?. Nous avons
récemment démontré que cette voie de sgnaisation éait activée dans le striatum, spécifiquement, dans un modde
pharmacologique d adminigtration sysémique de 3-NP (acide 3 nitropropionique) qui reproduit la plupart des
atérations phénotypiques de la maadie de Huntington'>.

Apres activation, la proténe kinase JNK trandoque au noyau ou €ele peut activer par phosphorylation un
facteur de transcription: ¢-Jun. Nous avons donc andyse I’ activation de ¢-Jun par immunocytochimie, al’ade d un
anticorps reconnaissant de fagon spécifique la forme phosphorylée de ¢ Jun. Nous avons trouvé, dans les neurones
surexprimant la polyQ-Htt, spécifiquement, une induction de la phosphorylation de ¢-Jun, sgnificaive, quoique de

3
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faible ampleur (13% des neurones exprimant la polyQ-Htt contre 8% pour les neurones exprimant la Htt normae
apres 10 heures). En revanche, apres |’ application de DA 100uM, ce pourcentage est fortement augmenté, puisque
48% des neurones transfectés avec la polyQ-Htt montrent une immunoréectivité Rc-Jun. La DA seule, a cette
concentration, produit une activation de c-Jun dans 25% des neurones striataux seulement.

Ces résultats sont importants car ils indiquent que la DA 100 uM potentie I’ activation d’une voie
pro-apoptotique induite par la polyQ-Htt.

4) la DA 100 uM accéléerela formation des agrégats induite par la polyQ-Htt

La présence d une «é&iquette » GFP dans la region N-terminde de la polyQ - Htt nous a permis de suivre sa
locdisation subcdlulaire, ains que la formation des agrégats dans |es neurones striataux transfectés. Sdon le point de
la cinétique aprés la transfection, nous avons trouve des patterns d’ expression différents, puisque la polyQ-Htt est
d abord présente de fagon diffuse dans les cdlules, S agrége progressivement dans les neurites, le soma et enfin dans
le noyau. 24h apres la transfection, ces agrégats sont présents dans le noyau de 77% des neurones striataux.

De facon inattendue, nous avons observée que la cinétique de formation de ces agrégats était fortement
accélérée en présence de DA 100uM. Aing, la DA induit la formation d' agrégats de polyQ-Hitt dans 65% des
neurones striataux apres 8 heures (par comparaison aux 25% sans DA, voir figure 3). Aprés 24 heures, ce sont 97%
des neurones transfectés avec la polyQ-Htt qui présentent des agrégats (par comparaison aux 77% en absence de
DA).

Ces résultats tout-a-fait nouveaux donnent les premieres évidences d'une implication de la DA
dansla formation des agrégats par la polyQ-Htt.

5) Mécanismes cellulairesal’ origine des effets DA dansla MH

Ayant éabli les effets de la DA sur trois événements importants induits par la polyQ - Htt : i) mort neuronde, ii)
activation de ¢Jun; iii) formation des agrégats, nous avors cherché a déterminer les mécanismes moléculaires a
I’ origine de ces événements.

La DA peut agir sur les neurones striataux par deux types mgjoritaires de récepteurs, les récepteurs D1 et D2,
qui peuvent se distinguer sur la base des voies de signdisation intracellulaires activées en avd : gimulaion et inhibition
de I’ activité adénylate cyclase, respectivement. Les effets DA sur le phénotype des neurones Sriataux exprimant la
polyQ-Hitt, peuvent égaement refléer une neurctoxicité via le méabolismee oxydatif, puisque la DA peut S auto-
oxyder spontanément in vitro, ou sous I’ influence d’ une réaction catdysée par des enzymes in vivo, formant ang
desradicaux libres*.

Nous avons rédisé des éudes pharmacologiques pour invetiguer le réle respectif des récepteurs D1, D2 ou
des radicaux libres sur les effets exercés par la DA sur les neurones griataux exprimant la polyQ-Htt (Fig. 3). Alors
gue les antagonistes sdlectifs D1 ou D2 (SCH-23390 et raclopride, respectivement) sont dépourvus d effets sur la
potentidisation de ¢-Jun induite par la DA, I’ ascorbate, un inhibiteur de radicaux libres, bloque totalement cet effet.
Des réaultats smilaires sont obtenus avec un inhibiteur sdectif des voies INK. Ces résultats indiquent que la
potentialisation de c-Jun par la DA est liée a la production de radicaux libres et & I’ activation de JNK.

Ces composés ' ont en revanche aucun effet sur laformation des agrégats par laDA. Alors que le raclopride,
un antagoniste D2 SAectif bloque totdement |'effet DA sur la formation des agrégats, cet effet et todlement
reproduit par un agoniste D2, le quinpirole (figure 3). Ces résultats mettent en évidence, pour la premiére fois,
I"'implication des récepteurs D2 dans |la formation des agrégats produits par la polyQ-H tt.
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Figure 3: Mécanismes cellulaires a I’ origine des effets DA dans la MH. Les cdlules striatales exprimant la
Htt normale ou polyQ (expHtt) ont été traitées avec des antagonistes sélectifs des récepteurs D1 (SCH 23390), D2
(raclopride), des inhibiteurs de radicaux libres (ascorbate) ou de la voie des INK (SP-600125) 30 minutes avant et
pendant tout le traitement avec la dopamine (DA). L’induction de phospho ¢-Jun par la polyQ-Htt est potentialisée par
la DA, un effet réversé par | ascorbate et le SP (panneau de gauche). La formation des agrégats par la polyQ-Htt est
potentialisée par la DA, un effet réversé par |’ antagoniste D2, et reproduit par les agonistes D2 (quinpirole) en absence
de DA (panneau de droite).

Finalement, nous avons examiné I’ influence respective des récepteurs D2 et des radicaux libres produits par la
DA sur lamort des neurones griataux exprimant la polyQ -Htt. Le traitement des cellules avec un antagoniste D2 ou
I"inhibiteur de radicaux libres seuls, prévient significativement des effets DA sur cette mort. Le traitement ombiné
avec les deux composss, antagoniste D2 et inhibiteur de radicaux libres, goutés avant la DA, prévient des effets
potentiaisateur de laDA sur lamort des neurones striataux exprimant la polyQ- Htt.

Conclusion

En concduson nos données indiquent que la DA potentidise deux événements cdlulaires importants
responsables de la toxicité de la polyQ-Htt sur les neurones striataux. Tout d’ abord, la DA induit un stress oxydetif
qui produit, en synergie avec la polyQ-Htt, I'activation de la voie pro-gpoptotique INK/c-Jdun. Ce mécanisme
pourrait &re al’ origine d' un accroissement de sensibilité des neurones striataux au cours de viellissement puisque les
mécanismes de détoxification des radicaux libres s amenuisent au cours du temps®. A cet égard, il est intéressant de
noter que les symptémes, dans la maadie de Huntington, apparaissent chez le jeune adulte, bien que la protéine
mutée soit exprimée des la naissance.

La deuxieme observation importante et que la DA accélére la formation des agrégats de polyQ-Htt, par un
mécanisme impliquant la simulation des récepteurs D2. Ceci et d'autant plus intéressante d'un point de vue
physiopathologique, que les agrégats de polyQ-Htt sont tout d’abord observés, tant chez I'homme que chez les
modéles animaux, dars les régions cérébraes qui expriment le plus de récepteurs D2, dont le globus pdlidus, la
substance noire compacte™®”, et au sain du striatum, dans les neurones striataux efférents enképhalinergiques oui
expriment les récepteurs D28,

Aind, nos réadtas permettent d expliquer de fagon moléculaire, la vulnérabilité particuliere des neurones du
caudé- putamen dans la maadie de Huntington. 11s apportent de nouvelles voies d' investigation thérapeutique pour le
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tratement de cette maadie génétique, dominante héréditaire, vis-a-vis de lagudle il n'existe aucun tratement a
I”heure actuelle. Nous proposons de traiter des patients diagnostiqués porteurs de la mutation génétique, a des stades
présymptdmatiques, a I'’aide d'inhibiteurs des voies INK associés avec des antagonistes des récepteurs D2. Bien
gue la plupart des patients atteints de la maadie de Huntington soient traités al’ aide de neuroleptiques, qui ont des
propriétés D2 antagonistes, il N’ existe aucune corrdation claire entre le traitement et I évolution de lamaadie™®. De
plus, les neuroleptiques a long terme produisent des effets indésirables, dont des symptdmes extrapyramidaux. |l est
donc nécessaire d’ ducider les événementsintracelulaires en ava des récepteurs D2 et leur role dans la formation des
agrégats de polyQ-Htt afin de développer des sratégies thérapeutiques efficaces, qui contourneraient le probléme
des neuroleptiques.
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La maladie de Huntington (MH) est une maladie neurodégénérative caractérisée par I’apparition
progressive de mouvements involontaires de type choréique, des troubles de I’équilibre et des désordres
psychiatriques qui apparaissent progressivement. L’issue en est fatale entre 15 et 20 ans apres I’apparition
des premiers symptdmes. Cette maladie héréditaire dominante autosomale est due a la présence anormale de
répétitions CAG, codant la glutamine (polyQ), au niveau du gene 1T15 qui code la huntingtine (1). La
pathogénie dans la MH semble liée a la fois a une perte de fonction de la huntingtine normale et a une
toxicité liée a la mutation. Si le réle précis de la huntingtine normale demeure mal connu —elle a été
impliquée dans de multiples fonctions dont la régulation de la transcription, le trafic cellulaire, I’assemblage
protéique- elle joue un réle important pour la neurogénése au cours du développement. La mutation (polyQ-
Htt) induit des changements de conformation qui peut alors étre clivée par des caspases, ce qui donne
naissance a des fragments N-terminaux qui s’accumulent pour former des agrégats intraneuronaux insolubles
dans les neurites, le cytoplasme, et le noyau des cellules. Certains auteurs pensent que ces agregats sont
toxiques parce qu’ils bloquent des fonctions cellulaires vitales: transport axonal, régulation de la
transcription de genes de survie (2, 3, 4). D’autres suggerent qu’ils sont neuroprotecteurs, et constituent une
forme de protection de la cellule contre la toxicité de la forme soluble de polyQ-Htt (5). Quoiqu’il en soit ces
agrégats représentent la « signature » d’une souffrance neuronale

Il n’existe aucun traitement de la MH a I’heure actuelle. Une voie d’investigation thérapeutique peut
étre developpée sur la base d’une observation neuropathologique importante, a savoir la vulnérabilité
particuliére d’une région cérébrale donnée : le noyau caudé (autrement appelé striatum) (6). Ainsi, bien que
la polyQ-Htt soit exprimée de fagon ubiquitaire dans le cerveau, seuls les neurones striataux (et parmi ceux-
ci, une catégorie de neurones dits « épineux ») dégénérent dans la MH, tout au moins aux stades les plus
précoces de la maladie. Nous avons émis I’hypothese qu’une susceptibilité accrue du noyau caudé dans la
MH pouvait étre liée aux propriétés neuro-anatomiques de cette région cérébrale, a savoir une dense
innervation dopaminergique (DA) issue du mésencéphale. La DA est un neuromodulateur important pour de
nombreuses fonctions physiologiques, telles le contrdle de la coordination motrice, de I’humeur, et les
processus d’apprentissage liés a la récompense. Toutefois, sous certaines conditions, libérée ou administrée a
forte concentration, la DA peut avoir un effet neurotoxique, in vitro ou in vivo (7). C’est le cas par exemple,
lorsque de trop fortes doses d’amphétamine (un agoniste indirect de la DA) sont administrées chez I’animal.
Des souris génétiqguement modifiees qui n’expriment plus le transporteur de la DA (DAT), une protéine qui
régule les taux de DA dans le striatum, présentent une dégénérescence spontanée des cellules striatales au
cours du vieillissement (8). De plus, il existe une corrélation directe, chez I’hnomme entre la sévérité et
I’évolution des symptomes et le gradient dorso-latéral de la concentration DA (9). Quelques-uns des effets
neurotoxiques de la DA ont été étudiés en relation avec les altérations du métabolisme de I’oxygene et I’on
sait que la DA peut s’auto-oxyder spontanément in vitro, ou sous I’influence d’une réaction catalysée par des
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enzymes in vivo, formant ainsi des radicaux libres. De cette facon, la DA a forte dose (500 pM) permet
I’activation d’une voie de signalisation intracellulaire pro-apoptotique, la voie des JNK (cJun N-terminal
Kinase) qui s’avére déterminante pour induire la mort des neurones striataux (10).

Nous avons pu reproduire deux caractéristiques importantes de la MH : i) mort progressive des
neurones striataux induites par la polyQ-Htt; ii) formation des agrégats dans les différents compartiments
cellulaires (Figure 1), a I’aide d’un modele in vitro, de culture primaire de neurones striataux de souris, dans
lesquels des ADN complémentaires (ADNCc) codant des formes mutées (polyQ-Htt) ou normale (Htt) de Htt
sont introduits par des methodes de transfection. Il s’agissait donc d’un modéle de choix pour étudier les
événements extracellulaires et/ou intracellulaires a I’origine de la vulnérabilité striatale dans la MH.

/‘"

\
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3 Margueurs :
MN- )] exon lﬁ-c

MAP2 : neurites et soma

Huntingtine Normale Hoechst : noyau

. J

/:os Q \
. Agrégats Agrégats Agrégats
N= exon 1 neuritiques somatiques nucléaires

Huntingtine Mutée
Exp-Htt

| l.-/

Figure 1: Modele cellulaire de Maladie de Huntington (MH). Des neurones striataux
embryonnaires (E14) de souris sont mis en culture pendant 7 jours, puis transfectés a I’aide d’ADN
complémentaires (ADNc) correspondant & I’exon 1 de la huntingtine normale (Htt: panneau du
haut) ou mutée (polyQ-Htt, panneau du bas). Les protéines traduites fluorescentes sont visualisées
en vert, car elles expriment la GFP (green fluorescent protein) en fusion avec les fragments de Hit.
Ce marquage nous permet de suivre, au cours du temps, la formation d’agrégats par la huntingtine
mutée : dans les neurites, le soma, et le noyau. Des contre-colorations ont été réalisées de fagon a
visualiser le noyau (marquage au « Hoechst» en bleu), le soma et les neurites (marquage
immunocytologique de la protéine MAP2 en rouge) qui nous permettent de voir I’intégrité de la
cellule.
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Pour étudier le role de la DA dans la vulnérabilité des neurones striataux, nous avons combiné des
applications de DA, a des doses sub-létales, c’est-a-dire qui induisent peu d’effet sur la mort striatale, a la
surexpression des polyQ-Htt. Ce traitement combiné produit une forte amplification des effets toxiques de la
polyQ-Htt et accélere a la fois la formation des agrégats et la mort des neurones. Deux événements
cellulaires importants sont responsables de ces effets DA (Figure 2).

Tout d’abord, la DA induit un stress oxydatif qui produit, en synergie avec la polyQ-Hitt, I’activation de
la voie JNK. C’est un mécanisme précoce, apparaissant avant la formation des agrégats nucléaires et avant
toute souffrance neuronale. En bloquant soit la production de radicaux libres soit la voie JNK une partie
significative des effets DA sur la mort des neurones striataux est inhibée. Ce mécanisme pourrait étre a
I’origine d’un accroissement de sensibilité des neurones striataux au cours du vieillissement puisque les
systémes de detoxification des radicaux libres s’amenuisent au cours du temps. A cet égard, il est intéressant
de noter que les symptdmes, dans la MH, apparaissent chez le jeune adulte, bien que la protéine mutée soit
exprimee des la naissance.

Le deuxiéme événement est une plus grande quantité d’agrégats polyQ-Htt formeés en présence de DA.
Cet événement, tout a fait inattendu, implique la stimulation des récepteurs D2, puisque il est bloqué par des
antagonistes sélectifs D2, est inexistant dans les neurones striataux provenant d’une souris knock-out D2, et
peut étre reproduit par un agoniste des récepteurs D2. Ceci est d’autant plus intéressant d’un point de vue
physiopathologique, que les agrégats de polyQ-Htt sont tout d’abord observés, tant chez I’homme que chez
des modeles animaux, dans les régions cérébrales qui expriment le plus de récepteurs D2, dont le globus
pallidus, la substance noire compacte, et au sein du striatum, dans les neurones striataux efférents
enképhalinergiques (11, 12).

Nos résultats permettent d’expliquer de fagcon moléculaire, la vulnérabilité particuliere des neurones du
striatum dans la MH (13). Ainsi, I’utilisation conjointe d’un inhibiteur de radicaux libres et d’un antagoniste
des récepteurs D2 blogue complétement le role stimulateur de la DA sur la mort de ces neurones. lls
apportent de nouvelles voies d’investigation thérapeutique pour le traitement de cette maladie, vis-a-vis de
laquelle il n’existe aucun traitement a I’heure actuelle. Une thérapie possible serait de traiter des patients
diagnostiqués porteurs de la mutation génétique, a I’aide d’inhibiteurs des voies JNK associés a des
neuroleptiques, qui sont des antagonistes des récepteurs D2. Notons a cet égard que les patients sont parfois
traités a I’aide de neuroleptiques, a des stades tardifs, pour traiter les symptdmes cognitifs. Nos résultats
impliquent des effets précoces de la DA via la stimulation des D2. 1l serait donc intéressant d’envisager une
thérapie a I’aide de cette classe d’agents pharmacologiques a des stades pré-symptomatiques de la maladie.
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Figure 2 : La dopamine facilite deux événements intracellulaires produits par la Huntingtine
mutée (polyQ-Htt). Sous sa forme mutée la Huntingtine (polyQ-Htt) est clivée et les fragments
ainsi libérés (X ) peuvent s’agréger ou activer la voie JNK dans les cellules. La vulnérabilité des
neurones striataux pourrait s’expliquer par un double effet toxique de la dopamine : i) un effet
accélérateur sur la formation des agrégats, via la stimulation des récepteurs D2 ; ii) un effet
amplificateur sur la voie JNK, via la production de radicaux libres. Ces deux mécanismes agiraient
en synergie pour précipiter la mort des neurones striataux qui expriment la PolyQ-Htt.
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